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MOPs:  ácido 3-(N-morfolino)-propanosulfónico 
NBT:  azul de tetrazolio  
PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida 
pb:  pares de bases 
PCR:  reacción en cadena de la polimerasa 
PF:  peso fresco 
Pi:  fosfato inorgánico 
PPi:  pirofosfato 
ROS:  especies reactivas de oxígeno 
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RT-PCR: retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa 
SAG:   genes asociados a la senescencia 
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SIO:  senescencia inducida por oscuridad 
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TES: 2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il]amino] 
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TRIS:  Tris-(hidroximetil)-aminometano 
x-gal:  5-bromo-4-cloro-3-indolil- -D-galactopiranósido 
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RESUMEN 
La judía es una leguminosa ureídica puesto que transporta el nitrógeno fijado 
en los nódulos hacia las partes aéreas en forma de ureidos, mientras que las 
leguminosas amídicas lo hacen en forma de amidas. Los ureidos presentan una 
alta eficacia como moléculas de transporte de nitrógeno por su elevado ratio 
N:C, por lo que también podrían ser usados como forma de transporte de 
nitrógeno en diferentes condiciones fisiológicas. Las nucleasas son enzimas 
que están implicadas en la degradación de ácidos nucleicos y la familia S1/P1 
se ha involucrado en este proceso durante la muerte celular programada.  
 
En esta Tesis se han analizado las actividades nucleasas y ribonucleasas en 
judía en diferentes procesos fisiológicos a lo largo de su desarrollo y se ha 
comparado con la concentración de ureidos. También se ha determinado la 
expresión de los genes que codifican las nucleasas de la familia S1/P1. En ejes 
en desarrollo de plántulas de judía se ha determinado una nucleasa mayoritaria, 
cuya actividad precede a la acumulación de ureidos que se produce en este 
tejido. La proteína con actividad nucleasa de ejes se ha purificado y se ha 
identificado el gen que la codifica, denominándose PVN1. Este gen pertenece a 
la familia S1/P1 junto con sus cuatro homólogos en judía. PVN1 fue el gen de 
esta familia con expresión mayoritaria en plántulas de judía desarrolladas bajo 
diferentes condiciones. La demanda de nutrientes por parte del embrión podría 
regular la expresión de PVN1. Además, se han determinado las actividades 
nucleasas y expresión de los miembros de la familia S1/P1 de judía en varios 
procesos en los que se produce una significativa movilización de nutrientes, 
como son la senescencia de hojas y de cotiledones. En ambos procesos se 
observó un incremento en los valores de actividad de diferentes nucleasas, un 
aumento en la expresión de diferentes miembros de la familia S1/P1 y una 
acumulación de los ureidos. Durante senescencia de hojas se ha observado la 
inducción de los genes PVN2 y PVN5, mientras que durante la senescencia de 
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cotiledones se indujo la expresión de PVN4 y PVN5. Los productos de las 
reacciones de estas nucleasas podrían dar lugar a los ureidos y éstos 
transportarse a otras partes de la planta.  
 
ABSTRACT 
French bean is a ureide legume since it transports the fixed nitrogen in nodules 
to the aerial parts of the plants in form of ureides, whereas the amide legumes 
transport the fixed nitrogen as amides. The ureides have a high rate N:C being 
ideal nitrogen transport molecules, and they could have this role in others 
physiological processes. Nucleases are enzymes involved in the catabolism of 
nucleic acids and the S1/P1 family has been implicated in this process during 
programmed cell death.  
 
In this Thesis the nuclease and ribonuclease activities have been analyzed in 
French bean along its development and they have been compared to ureide 
levels. The expression of the genes coding for S1/P1 nuclease family has been 
determined as well. In developing axes from French bean seedlings a major 
nuclease has been determined, whose activity precedes ureide accumulation in 
this tissue. A protein with nuclease activity has been purified and the gene that 
codify it has been identified and named PVN1. This gene along with others 
four form the S1/P1 family in French bean. PVN1 was the predominant gene 
expressed in seedlings developed under several physiological conditions. The 
nutrient demand by embryos could regulate PVN1 gene expression. In addition, 
the nuclease activities and gene expression have been determined in several 
processes with a significant nutrient mobilization, such as leaves and 
cotyledons senescence. In both processes, the activity of several nucleases and 
the expression of several genes of S1/P1 family increased, as well as the ureide 
concentration. During leaf senescence the genes PVN2 and PVN5 induced, 
whereas in cotyledon senescence the genes PVN4 and PVN5 increased its 
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expression. The products from the nuclease reactions could lead to ureide 
production and those could be transported to other part of the plant.  
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1. El nitrógeno como nutriente esencial para la vida de la planta 
El nitrógeno es un elemento esencial para la vida de la planta (Prinsi y Espen 
2015). Por su cantidad en la planta se considera un macronutriente y su 
porcentaje en peso seco oscila entre el 2 y el 5%. Se encuentra formando parte 
de biomoléculas tan importantes como aminoácidos, proteínas, ácidos 
nucleicos, nucleótidos, clorofila, vitaminas, coenzimas y hormonas. La 
deficiencia de nitrógeno conlleva un menor y ralentizado crecimiento, así como 
una mayor sensibilidad al ataque de patógenos o al estrés abiótico. Este déficit 
promueve además mayor desarrollo de la raíz y provoca clorosis en las hojas 
adultas ya que al ser un nutriente móvil se deriva a hojas jóvenes. También se 
reduce el número de flores y de frutos (Williams y Miller 2001). Sin embargo, 
el exceso de nitrógeno también resulta perjudicial para la planta causando un 
exceso en el tamaño y número de hojas, un desarrollo muy pobre de raíces, un 
retraso en la floración y escasa formación de frutos (Williams y Miller 2001). 
La planta equilibra los requerimientos nutricionales de éste con su 
disponibilidad modulando el metabolismo del nitrógeno, principalmente 
mediante la toma del NO3-, su reducción a NH4+ y su la asimilación, así como 
su reciclaje tras el catabolismo de biomoléculas (Galloway et al. 2008; Prinsi y 
Espen 2015). 
 
La mayoría de las plantas requieren entre 20 y 50 gramos de N para producir 1 
kg de biomasa seca, normalmente en forma de nitrato (NO3-) y amonio (NH4+). 
Esta cantidad supone un factor limitante de la producción en la mayoría de los 
cultivos (Robertson y Vitousek 2009) y, por este motivo en las últimas décadas 
se ha incrementado la producción y aplicación de fertilizantes nitrogenados a 
los cultivos. El uso de fertilizantes asegura una buena cosecha pero conlleva un 
acusado incremento en el coste de la producción en la agricultura acompañado 
además, de graves daños para el medio ambiente (Galloway et al. 2008). El 
exceso de compuestos nitrogenados afecta a la calidad del aire, agua y suelo, ya 
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que produce un aumento en la lixiviación provocando la eutrofización de los 
ríos y la acidificación de los suelos. Además se produce la liberación a la 
atmósfera de óxido nitroso y otros gases reactivos (Robertson y Vitousek 2009; 
Guo et al. 2010) Por este motivo resulta de gran importancia el desarrollo de 
una agricultura sostenible, planteando a la sociedad la necesidad de determinar 
el uso eficiente del nitrógeno por parte de la planta (NUE) (Xu et al. 2012). 
Incrementando el NUE puede reducirse la cantidad de fertilizantes, lo que 
conlleva importantes ventajas económicas y medioambientales (Masclaux-
Daubresse et al. 2010). No obstante, para alcanzar este objetivo es necesario 
ampliar el conocimiento en los procesos de absorción, transporte, movilización 
y reciclaje de nutrientes que acontecen durante el ciclo vital de la planta y que 
guardan estrecha relación con el NUE (Masclaux-Daubresse et al. 2010). Junto 
con la removilización del nitrógeno, la fijación biológica de nitrógeno que 
pueden llevar a cabo las leguminosas resulta un interesante un objeto de 
estudio ya que permite un importante ahorro en el uso de fertilizantes.  
 
El nitrógeno en la corteza terrestre está presente en un 0,1% mientras que en la 
atmósfera lo está en un 80%, aunque en forma de dinitrógeno que no resulta 
asimilable por todas las plantas. Las leguminosas no obstante, son capaces de 
asimilar el este dinitrógeno gracias a la asociación simbiótica con bacterias 
fijadoras de N2, denominadas en su conjunto rizobios (Sprent 2002). Como 
consecuencia de dicha simbiosis se origina una estructura denominada nódulo, 
en cuyo interior se albergan los rizobios que mediante el complejo enzimático 
nitrogenasa reduce el N2 a NH4+. Este amonio es asimilado por la planta como 
fuente de nitrógeno y ésta a cambio suministra a las bacterias ácidos 
carboxílicos, principalmente malato, como fuente de energía (Lodwig y Poole 
2003). El NH4+ rápidamente es asimilado a través del ciclo GS/GOGAT. El 
nitrógeno fijado se transporta hacia las otras partes de la planta en forma de 
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amidas en el caso de las leguminosas amídicas o bien en forma de ureidos en 
las leguminosas ureídicas (Atkins 1991). 
 
2. La judía común: Phaseolus vulgaris, una leguminosa ureídica 
La judía común recibe el nombre científico de Phaseolus vulgaris L. (Linneo 
1753) y pertenece al género Phaseolus. Su enclave taxonómico es Clase 
Dicotyledoneae, Subclase Rosidae, Superorden Fabanae, Orden Fabales, 
Familia Fabaceae y Subfamilia Papilionoidae (Liu et al. 2011). P. vulgaris es 
una planta autógama, con un genoma relativamente pequeño (650 Mbp), 
diploide y con 11 cromosomas (2n = 22). En el genoma de judía no se han 
producido reordenaciones y duplicaciones cromosómicas complejas como las 
encontradas frecuentemente en otras leguminosas, como es el caso de la soja 
(Shoemaker et al. 1996; Gepts et al. 2008). La judía es el resultado de la 
evolución a partir de un ancestro silvestre cultivado en dos áreas geográficas 
del continente americano: zona Mesoamericana y zona Andina (Grentry 1969; 
Kaplan 1981; Brücher 1988). A partir de estos cultivos, denominados acervos o 
grupos de germoplasmas surgen seis razas más (Singh et al. 1988). El acervo 
andino origina las razas: Chile, Nueva Granda y Perú, mientras que el acervo 
Mesoamericano las razas: Durango, Jalisco y Mesoamérica. Con la llegada de 
los europeos el cultivo de la judía se expandió por el resto de los continentes. 
Actualmente los cultivares de mayor importancia económica pertenecen a las 
razas Durango, Mesoamérica y Nueva Granada. 
 
La judía común es una de las leguminosas más cultivadas e importantes para el 
consumo, estimándose una producción de 23,1 millones de toneladas al año en 
unas 8,7 millones de hectáreas (FAO, 2014) (Esmaeilzadeh y Aminpanah 
2015). La enorme utilidad de este cultivo radica en su gran valor nutricional 
que lo convierte en una importante fuente de alimento. Debido al alto 
contenido en proteínas en las semillas, así como micronutrientes o vitaminas 
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tan importantes como la biotina, proporciona grandes beneficios en la salud del 
consumidor (Broughton et al. 2003). Además de los valores nutricionales, su 
cultivo presenta ventajas económicas y ecológicas que radican en la capacidad 
de fijar nitrógeno atmosférico al asociarse con bacterias del género Rhizobium. 
 
3. Moléculas orgánicas transportadoras de nitrógeno 
Las plantas han desarrollado a lo largo de la evolución unos mecanismos 
eficientes para optimizar al máximo la disponibilidad de los nutrientes. En la 
célula vegetal las reacciones anabólicas y catabólicas están interconectadas de 
modo que los productos de degradación pueden ser transportados donde se 
requieran o bien acumularse para utilizarse en el momento adecuado. Esto 
supone un ahorro energético muy importante para la planta que no siempre 
puede tomar del suelo los nutrientes que precisa. La germinación o la 
senescencia son algunos de los procesos fisiológicos en los que se produce la 
hidrólisis de grandes biomoléculas como proteínas o ácidos nucleicos, que 
conlleva la liberación de diferentes compuestos nitrogenados (Zrenner et al. 
2006). Éstos pueden incorporarse a su vez, a diferentes compuestos orgánicos 
por la acción de ciertas enzimas o transportarse a otros tejidos donde se 
requieran.  
 
3.1. Aminoácidos 
El amonio generado mediante varios procesos metabólicos (absorción directa 
por las raíces, reducción del nitrato, oxidación del glutamato, fotorrespiración o 
de la desaminación del glutamato) es muy tóxico para la célula por lo que 
rápidamente debe ser retirado del medio. Esto se lleva a cabo por la acción la 
acción secuencial de dos enzimas: la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato 
sintasa (Liang et al.) que determinan el ciclo GS-GOGAT. El amonio es 
incorporado al glutamato por la acción de la GS originando glutamina. La 
GOGAT cataliza la transferencia del grupo amido de la glutamina al 2-
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oxoglutarato produciéndose dos moléculas de glutamato (Lehmann y Ratajczak 
2008). En el caso de las leguminosas amídicas en condiciones de fijación de 
nitrógeno utilizan los aminoácidos asparragina y glutamina como las moléculas 
de transporte del nitrógeno fijado desde las raíces a las otras partes de la planta 
(Lea et al. 2007). 
 
Como consecuencia del catabolismo de las proteínas durante los procesos de 
movilización de nutrientes se libera gran cantidad de aminoácidos, que a su vez 
pueden actuar como materia prima para constituir nuevas proteínas o como 
sustratos para la respiración (Lehmann y Ratajczak 2008). La importancia del 
reciclaje de proteínas se deduce del elevado número de proteasas presentes en 
el genoma de plantas, así en Arabidopsis se han identificado 826 genes (van 
der Hoorn 2008). Nitrógeno reducido en forma de aminoácidos se ha 
observado en distintos procesos de movilización de nitrógeno tanto en fase 
vegetativa como reproductiva de la planta (Distelfeld et al. 2014). La mayoría 
de los aminoácidos sufren modificaciones antes de incorporarse al floema. Las 
enzimas del ciclo GS-GOGAT, la asparragina sintetasa y varias 
aminotransferasas llevarían a cabo estas reacciones de transferencia de 
nitrógeno, siendo relevantes en este proceso (Distelfeld et al. 2014).  
 
3.2. Nucleótidos 
Los nucleótidos son cruciales para el crecimiento, desarrollo y metabolismo de 
la planta (Zrenner et al. 2006). Los nucleótidos de purina y pirimidina son 
precursores esenciales de los ácidos nucleicos además de participar en 
múltiples procesos del metabolismo primario y secundario (Stasolla et al. 
2003). Estos compuestos también son precursores directos de vitaminas de la 
clase B y coenzimas esenciales (NAD, FAD y SAM) (Zrenner et al. 2006).Los 
nucleótidos pueden ser sintetizados de novo a partir de aminoácidos y otras 
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pequeñas moléculas o a partir de nucleobases o nucleósidos procedentes de la 
ruta del reciclaje (Zrenner et al. 2006).  
 
Los nucleótidos de pirimidina (CMP y UMP) se sintetizan de novo mediante la 
ruta del orotato, basada en la formación de UMP a partir de carbamilfosfato, 
aspartato y 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP). El UMP es fosforilado por una 
quinasa hasta UTP, a partir del cual se generan las demás pirimidinas (Stasolla 
et al. 2003). Por otro lado, el catabolismo de los nucleótidos de pirimidina 
consiste en la eliminación del 5´-fosfato en una reacción catalizada por la 5-
nucleotidasa que libera nucleósidos. A continuación, las nucleosidasas actúan 
sobre éstos hidrolizando la unión entre la base pirimidínica y la pentosa ribosa 
(Zrenner et al. 2006). 
 
Los nucleótidos de purina son sintetizados de novo a través de una ruta 
compleja que consta de diez reacciones enzimáticas secuenciales, que se llevan 
a cabo en el interior de los plastidios y mitocondrias (Zrenner et al. 2006). El 
primer paso de la ruta es la incorporación de la glutamina a PRPP originando 
5-fosforibosil amina (PRA), catalizado por la fosforribosil-pirofosfato 
amidotransferasa (PRAT) y que es el paso clave en la regulación de la síntesis 
de purinas (Zrenner et al. 2006). Tras sucesivas reacciones origina IMP que es 
el primer producto con un anillo purínico completo (Smith y Atkins 2002). El 
IMP sintetizado es transformado en AMP que es transportado al citosol donde 
genera el resto de nucleótidos de purinas (XMP y GMP) (Zrenner et al. 2006). 
El catabolismo de nucleótidos de purinas también comienza con la eliminación 
del 5´fosfato de los nucleótidos por las nucleotidasas liberando nucleósidos 
(Cabello-Díaz et al. 2012) que, mediante reacciones de hidrólisis y 
desaminación, generarían xantina (Zrenner et al. 2006). Este compuesto es 
oxidado a ácido úrico por la xantina deshidrogenasa (XDH) (Triplett et al. 
1982). A continuación, la uricasa o urato oxidasa (UO), localizada en el 
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peroxisoma, cataliza la oxidación del ácido úrico a 5-hidroxiisourato (HIU), 
con la reducción de oxígeno molecular a peróxido de hidrógeno. Finalmente la 
oxidación del HIU origina alantoína. 
 
3.3. Ureidos 
Los ureidos (alantoína y alantoato) proceden de la oxidación de las purinas las 
cuales pueden ser sintetizadas de novo en el interior de los nódulos de las raíces 
de las leguminosas gracias a la asociación simbiótica con bacterias fijadoras de 
N2 (Atkins y Smith 2000). En base a sus propiedades, estos compuestos 
resultan moléculas idóneas para el transporte y almacenamiento de nitrógeno 
(Schubert y Boland 1990). Los ureidos se caracterizan por ser relativamente 
solubles en sistemas acuosos y poseer una baja reactividad química, por lo que 
son relativamente estables. Además, por su elevada relación N:C constituyen 
una forma concentrada de nitrógeno orgánico, lo que supone una eficaz 
economía de carbono para la planta. En los últimos años, además, se les ha 
conferido un papel protector como moléculas antioxidantes ante diversas 
situaciones de estrés para la planta (Brychkova et al. 2008; Nakagawa et al. 
2011). El primer paso en la degradación de estos compuestos está catalizado 
por la alantoinasa que transforma alantoína en alantoato (Todd et al. 2006; 
Raso et al. 2007b). El alantoato puede degradarse por la enzima alantoicasa o 
alantoato amidinohidrolasa produciendo urea (Todd y Polacco 2006; Raso et 
al. 2007a), o bien mediante la alantoato amidohidrolasa liberando CO2 y NH4+ 
y ureidoglicina (Díaz-Leal et al. 2014). La ureidoglicina, que es un compuesto 
muy inestable, se transforma en ureidoglicolato. El ureidoglicolato también 
puede degradarse a glioxilato y urea por una uriedoglicolato urea liasa (Muñoz 
et al. 2006; Todd et al. 2006) o a glioxilato, amonio y CO2 por una 
amidohidrolasa (Werner et al. 2008; Werner y Witte 2011).  
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4. Procesos fisiológicos con importante movilización de reservas y reciclaje 
de nutrientes 
4.1. La germinación en leguminosas 
La semilla ocupa una posición central en el ciclo de vida de las plantas y su 
aparición, junto con el desarrollo de la flor, fue uno de los principales avances 
en la evolución de las angiospermas. La semilla está estructural y físicamente 
equipada para garantizar su dispersión y la viabilidad del embrión que alberga 
en su interior. El almacenamiento de sustancias de reserva en la semilla 
garantiza la disponibilidad de nutrientes para el embrión tras la germinación 
(Nonogaki et al. 2010). El embrión originará una plántula que desarrollará un 
metabolismo autótrofo originando un organismo independiente garantizando 
así la supervivencia de la siguiente generación. 
 
La germinación se define como el conjunto de eventos que ocurren desde la 
toma de agua por la semilla hasta la emergencia de la radícula a través de la 
envoltura seminal (Bewley 1997). La regulación de la germinación se basa en 
la acción de dos hormonas antagonistas, el ácido abscísico y las giberelinas, 
que inhiben o inducen la germinación, respectivamente (Seo et al. 2009) .Sin 
embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios realizados en este campo aún 
no se ha conseguido determinar con exactitud qué desencadena el inicio de la 
germinación (Rewers y Sliwinska 2014). Algunas semillas no completan la 
germinación a pesar de estar intactas, ser el embrión totalmente viable y 
encontrarse ante las condiciones favorables. Esto se debe a que se encuentran 
bajo el estado de dormición que, aunque no ocurre en todas las especies, se 
trata de una adaptación que optimiza y garantiza la distribución y evita la 
germinación de la semilla mientras se encuentra en la planta (Bewley 1997). 
 
El proceso de germinación y desarrollo postgerminativo temprano engloba 
multitud de eventos celulares y moleculares que comienza con la toma de agua 
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por parte de la semilla o imbibición que se divide en tres fases en la mayoría de 
las especies (Figura 1) (Nonogaki et al. 2010). 
 
 
 
Figura 1. Esquema de las fases de la germinación y desarrollo postgerminativo temprano. 
Se muestran los diversos acontecimientos físicos y metabólicos que tienen lugar durante la 
germinación y desarrollo postgerminativo. El rango de tiempo varía entre horas y semanas 
dependiendo de la especie y las condiciones de germinación. En la figura se representa la curva 
de absorción de agua. (Adaptado de Nonogaki et al., 2010). 
 
La Fase I se caracteriza por una rápida entrada de agua hasta que se produce la 
hidratación de las matrices, paredes celulares y polímeros acumulados en las 
células. Esto conlleva alteraciones temporales en las estructuras celulares, 
especialmente en las membranas, debido al intercambio de los fosfolípidos de 
las membranas desde el estado de gel alcanzado durante la maduración y 
desecación, a nuevas membranas en un estado normal hidratado (Crowe et al. 
1989). Este acontecimiento provoca una rápida pérdida de solutos y 
metabolitos de bajo peso molecular al medio exterior (Bewley 1997; Nonogaki 
et al. 2010), acompañado de graves daños en orgánulos como las mitocondrias 
que reducen drásticamente su número. La semilla cuenta con la maquinaria 
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necesaria para reparar los daños sufridos en las proteínas y el ADN durante el 
proceso de deshidratación de la semilla (Nonogaki et al. 2010). Con la entrada 
de agua también se reanuda de forma gradual la actividad metabólica y se 
activa el metabolismo respiratorio. La semilla seca contenía mitocondrias con 
membranas internas poco diferenciadas y las suficientes enzimas del ciclo de 
Krebs y oxidasas para proporcionar la cantidad necesaria de ATP a las pocas 
horas de la imbibición (Nonogaki et al. 2010). Estas enzimas se encontraban 
almacenadas en la semilla seca y posiblemente protegidas por la acción de las 
proteínas LEA (Grelet et al. 2005; Tolleter et al. 2007). Las especies reactivas 
de oxígeno (ROS) generadas por la activación del metabolismo se retiran del 
medio por la acción de enzimas como la superóxido dismutasa, la catalasa, la 
ascorbato peroxidasa o dehidroascorbatoreductasa y glutatión reductasa 
(Wojtyla et al. 2006). 
 
La toma de agua se mantiene constante en la Fase II, se produce un incremento 
el metabolismo energético y las mitocondrias sufren reparación o reemplazo 
por otras nuevas. Las semillas que se encuentran en dormición o están muertas 
no completan la germinación y permanecen en este estado (Nonogaki et al. 
2010). Por último, y para completar la germinación, es necesario un nuevo 
incremento en la toma de agua determinando el comienzo de la Fase III 
(Nonogaki et al. 2010). 
 
Durante las Fases I y II se produce una considerable actividad transcripcional 
necesaria para que la germinación se complete, de tal forma que la germinación 
viene regulada por la eliminación selectiva de determinados transcritos y la 
síntesis de novo de otros (Nonogaki et al. 2010). Las semillas almacenan todos 
los componentes necesarios para la reanudación de la síntesis de proteínas. 
Durante los momentos iniciales de hidratación, los ribosomas constituyen 
polisomas y utilizando ARNm almacenados en la semilla comienzan a 
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sintetizar nuevas proteínas necesarias para reanudar el metabolismo (Rajjou et 
al. 2004). En semillas de Arabidopsis (Nakabayashi et al. 2005), trigo 
(Sreenivasulu et al. 2008) o arroz (Howell et al. 2009) se ha encontrado una 
gran cantidad de ARNm que quedaron almacenados desde la formación de la 
semilla resistiendo a la desecación. La mayoría de estos ARN codifican 
proteínas relacionadas con la respuesta a ácido abscísico y contiene un motivo 
central ACGT en sus regiones promotoras (Nakabayashi et al. 2005). Otros 
ARNm codifican proteínas importantes en la maduración y desecación de la 
semilla como las LEA, que se degradan rápidamente tras la imbibición (Jiang y 
Kermode 1994; Khan et al. 1997). A medida que la germinación progresa, son 
reemplazados y la síntesis de proteínas se hace más dependiente de nuevos 
transcritos (Bewley 1997). La degradación del ARN almacenado podría 
constituir una fuente de material para la síntesis de nuevos ácidos nucleicos en 
los ejes en desarrollo. De hecho se ha descrito un significativo incremento en la 
actividad de ribonucleasas en semillas tras la germinación en Ricinus 
communis (Winchcombe y Bewley 1992) y Arabidopsis (Li et al. 2006). Por 
otro lado, se ha descrito que Phaseolus vulgaris es una especie polisomática 
(Rewers y Sliwinska 2012). Es decir, se puede encontrar en un mismo órgano, 
como en semilla seca, células con diferente número de copias de ADN 
cromosómico como resultado de procesos de endorreduplicación. El ADN 
sufre replicación sin producirse una mitosis completa (endociclo) y por tanto 
no se reparte el ADN en dos nuevas células (Rewers y Sliwinska 2012). 
Muchos organismos emplean la endorreduplicación como parte final del 
proceso de diferenciación de sus semillas para acumular gran cantidad de ADN 
necesario para hacer frente a la gran síntesis de proteínas y al incremento en la 
actividad metabólica necesarios durante los primeros momentos de la 
germinación (Lee et al. 2009). Algunos autores sugieren que la poliploidía en 
el endospermo puede resultar una estrategia para almacenar nucleótidos para 
ser usados rápidamente al inicio de la germinación (Leiva-Neto et al. 2004). 
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Los cotiledones de Phaseolus vulgaris sufren una intensa endorreduplicación, 
ya que en los cotiledones de semillas secas se encuentra un 37 % de los núcleos 
endopoliploides, llegando a detectarse que el 0,5% de los núcleos contienen 
128C. En ejes, sin embargo, se detecta endorreduplicación pero a un nivel 
mucho menor (Rewers y Sliwinska 2014). 
 
La emergencia de la radícula establece el final de la germinación y el comienzo 
del crecimiento postgerminativo de la plántula. Esta expansión se debe a un 
aumento en la turgencia de las células que provoca el aumento de su tamaño. 
Estos procesos se producen gracias al reblandecimiento de las paredes celulares 
como consecuencia de la entrada de agua en la Fase III y por la acción de 
diferentes enzimas (Nonogaki et al. 2010). Se ha propuesto que en semillas de 
Arabidopsis y de Medicago truncatula el crecimiento de la radícula se produce 
por expansión celular y no por división, como se demuestra por la germinación 
en presencia de un inhibidor de la mitosis en el medio de imbibición (Gimeno-
Gilles et al. 2009). En semillas de Arabidopsis la región inicial de elongación 
no se localiza en la radícula sino en una pequeña región adyacente y de 
transición con el hipocotilo. En esta zona el aumento en el tamaño de la célula 
se relaciona con procesos de endorreduplicación, duplicándose el material 
genético sin originar dos células por mitosis (Sliwinska et al. 2009). 
 
Las semillas de distintas especies almacenan diferentes tipos de sustancias de 
reserva, proteínas, hidratos de carbono o lípidos (Buckeridge et al. 2004). De 
estas sustancias dependerá el crecimiento y desarrollo postgerminativo del eje 
tras la germinación (Bewley 1997). El embrión demanda gran cantidad de N, P 
y C, siendo la demanda de éste último la más estudiada (Stasolla et al. 2003). 
Las globulinas son las principales proteínas de reserva en dicotiledóneas 
(Tiedemann et al. 2000). Las proteínas de reserva se degradan en el interior de 
los cuerpos proteicos por la acción de proteasas que pueden ser sintetizadas de 
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novo o encontrarse almacenadas en la semillas protegidas de la proteólisis por 
dos mecanismos (Tiedemann et al. 2000). En el primero, las proteínas de 
reserva se acumulan durante la maduración de la semilla en el interior de 
compartimentos delimitados por membrana, como vacuolas de almacenamiento 
de proteínas o cuerpos proteicos. En el segundo, las proteínas serían resistentes 
a la proteolisis debido a la agregación y al nivel de empaquetamiento que 
adoptan al almacenarse (Shutov et al. 2003; Santos et al. 2012). Durante la 
germinación estas proteínas se degradan independientemente, detectándose al 
tercer día de imbibición un descenso del 50% de la albúmina frente a la 
globulina, que lo hace a los 6 días (Karmous et al. 2011). El patrón en la 
degradación de las reservas es diferente en cada especie. El catabolismo de las 
proteínas de reserva de los cotiledones libera gran cantidad de aminoácidos que 
se exportan al eje para utilizarse en su crecimiento postgerminativo (Herrera-
Rodriguez et al. 2006) o como sustratos para la respiración (Lehmann y 
Ratajczak 2008). De forma generalizada la movilización de las proteínas de 
reserva comienza en el eje y a su término comienzan a hacerlo las de 
cotiledones (Tiedemann et al. 2000). La falta de aminoácidos para sintetizar 
nuevas proteínas en el eje parece ser la señal que desencadena la movilización 
de reservas en cotiledones (Tiedemann et al. 2000). También se ha sugerido 
una conexión entre las proteínas de almacenamiento y la movilización de los 
hidratos de carbono en las semillas de Sesbania virgata, lo que aseguraría un 
flujo equilibrado del carbono y nitrógeno para el desarrollo de la plántula 
(Tonini et al. 2010). En este sentido, la expresión de muchos genes que 
codifican enzimas proteolíticas así como su actividad estaría regulada 
negativamente por nivel de azúcar (Borek y Ratajczak 2002). En las semillas 
también existe como material de reserva polisacáridos cuya hidrólisis libera 
azúcares proporcionando energía así como esqueletos carbonados (Santos y 
Buckeridge 2004; Tonini et al. 2010). 
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El nivel de aminoácidos libres en semillas secas de judía es de 63 
µmoles/unidad (Quiles et al. 2009). Durante la germinación este nivel 
disminuye levemente para volver aumentar con la emergencia de la radícula 
como consecuencia de la movilización proteínas de reserva (Quiles et al. 
2009). En semillas secas de judía se ha encontrado ureidos a una concentración 
de 0,1% (p/p) procedentes de su acumulación durante la fase de llenado de la 
semilla. La concentración de ureidos aumenta tras la emergencia radicular tanto 
en ejes como en cotiledones (Quiles et al. 2009). Estos ureidos se sintetizan por 
la oxidación de purinas que podrían proceder del reciclaje o del catabolismo de 
ácidos nucleicos, ya que en los primeros momentos de la germinación la 
síntesis de novo resultaría insuficiente. Esta hipótesis está apoyada por la 
identificación y purificación de una fosfatasa con alta afinidad por nucleótidos 
en ejes de judía cuya actividad incrementa tras la emergencia de la radícula 
coincidiendo con el aumento en el nivel de ureidos (Cabello-Díaz et al. 2012). 
Los nucleótidos necesarios para el desarrollo del eje durante la germinación 
proceden de la vía del reciclaje debido a que la maquinaría enzimática 
responsable de la producción de purinas no está disponible durante las primeras 
etapas de la germinación y los nucleótidos de pirimidina se sintetizan a muy 
baja velocidad (Mohlmann et al. 2010). El catabolismo de los ácidos nucleicos 
podría liberar nucleósidos y nucleobases con los que se sintetizarían a su vez 
nucleótidos por acción de quinasas y fosforribosil-transferasas (Mohlmann et 
al. 2010). Por tanto, durante la germinación debe existir una estricta regulación 
entre las rutas de síntesis, reciclaje y degradación de nucleótidos. 
 
4.2. La senescencia en las hojas 
La senescencia de la hoja es un proceso muy complejo y altamente regulado 
que acontece al final de su desarrollo y que termina con su degradación (Woo 
et al. 2013). Durante este proceso se producen secuencialmente una serie de 
cambios en la fisiología, bioquímica y en la expresión génica de sus células. La 
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consecuencia de estos cambios es la muerte celular, que está considera un tipo 
de muerte celular programada (MCP) (López-Fernández et al. 2015). La MCP 
durante la senescencia de hojas, a diferencia de lo que ocurre en otros procesos, 
se produce lentamente y de forma secuencial. Esta comienza generalmente por 
las células del mesófilo de los márgenes y punta de la hoja y progresa hasta la 
base (Lim et al. 2007). Este hecho, junto con el mantenimiento del buen estado 
del sistema vascular hasta la fase final de la senescencia, permite una eficiente 
movilización de los nutrientes originados por la degradación de 
macromoléculas durante la MCP. Esto es crucial para el desarrollo y 
supervivencia de la planta ya que estos nutrientes son dirigidos vía floema 
hasta tejidos en desarrollo o son destinados al llenado de la semilla (Fukuda 
1996; Cholewa y Griffith 2004).  
 
La senescencia foliar está regulada por la edad de la planta y por señales 
endógenas o externas, cuyos mecanismos de señalización están altamente 
coordinados (Sarwat et al. 2013). De modo que este proceso puede ocurrir 
prematuramente en hojas jóvenes si la planta se desarrolla en condiciones 
ambientales desfavorables (Lim et al. 2007). El desarrollo fisiológico de la 
planta, así como su edad o la acción de las fitohormonas intervienen en la 
producción de las señales endógenas (Sarwat et al. 2013). Respecto a las 
señales externas hay que diferenciar entre factores medioambientales abióticos 
y bióticos. Los factores abióticos más importantes son la sequía, la limitación 
de nutrientes, las temperaturas extremas, el estrés oxidativo, la irradiación por 
UV-B y el ozono. En las plantas perennes la senescencia foliar resulta una 
estrategia muy efectiva cuando bajo condiciones desfavorables se reduce la 
actividad fotosintética y resulta más rentable la pérdida de este órgano (Lim et 
al. 2007). Entre los factores bióticos destacan la infección por patógenos y la 
competencia por la luz (Lim et al. 2007; Sakamoto y Takami 2014). La alta 
concentración de carbohidratos y una alta accesibilidad de carbono frente a una 
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baja de nitrógeno en la hoja también regula el inicio de la senescencia (Wingler 
et al. 2006). 
 
El acontecimiento más temprano que se produce durante la MCP de la hoja es 
la degradación de los cloroplastos, mientras que la mitocondria y el núcleo 
permanecen intactos hasta la fase final del proceso para garantizar la 
producción de energía y la expresión de genes (Lim et al. 2007). Con la 
desintegración de los cloroplastos se interrumpe la actividad fotosintética de la 
hoja reduciéndose el anabolismo y liberándose el 70% del nitrógeno contenido 
en la hoja, que se encuentra formando parte principalmente de la rubisco. Este 
proceso comienza con la pérdida de la integridad de la membrana del tilacoide, 
que desestabiliza la estructura de la grana y finalmente originan unas 
estructuras llamadas plastoglóbulos (Hörtensteiner y Feller 2002). La clorofila 
y las proteínas que componían el cloroplasto se dirigen al interior de las 
vacuolas probablemente para evitar la fototoxicidad en la célula por la 
acumulación los pigmentos, orgánulo donde se produce la hidrólisis completa 
por la acción de endo y exopeptidasas (Christ et al. 2012). Los aminoácidos 
derivados del catabolismo de las proteínas mediante reacciones de 
transaminación pueden producir glutamato que por acción de la GDH libera 
oxoglutarato y amonio. Este amonio es retirado por la acción de la GS y 
produce glutamina (Masclaux-Daubresse et al. 2010). Durante la senescencia 
se ha detectado un incremento en la expresión de dos genes que codifican la 
glutamina sintetasa y la glutamato deshidrogenasa (Terce-Laforgue et al. 
2004), por lo que son utilizados como marcadores de la senescencia foliar 
(Pageau et al. 2006). También se ha observado aumento en la expresión de 
permeasas de aminoácidos involucradas en el paso de estos aminoácidos al 
floema durante la senescencia de hojas de Brasica y Arabidopsis (Masclaux-
Daubresse et al. 2010). Además, se ha propuesto el papel de pequeños péptidos 
como transportadores de nitrógeno en Arabidopsis (van der Graaff et al. 2006). 
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La degradación de los lípidos de membrana produce ácidos grasos que pueden 
oxidarse para producir energía o transformarse en α-cetoglutarato por el ciclo 
del glioxilato. Éste α -cetoglutarato a su vez, puede convertirse en azúcares 
mediante la glucogénesis, o bien, ser usado para movilizar los aminoácidos 
liberados tras la hidrólisis de las proteínas (Lim et al. 2007; Sakamoto y 
Takami 2014). Como consecuencia de la oxidación de los lípidos se produce un 
incremento en la concentración de ROS lo que activa la expresión de diferentes 
genes que participan en la regulación de este proceso (Dai et al. 1999). Una vez 
que se degrada la rubisco y se produce el catabolismo de las proteínas y lípidos 
de membrana la senescencia es irreversible, considerándose el nivel de proteína 
y la cantidad de clorofila como los principales marcadores de la senescencia 
foliar (Sato et al. 2007). 
 
Otros cambios celulares característicos de la senescencia en la hoja son una 
reducción masiva en la concentración de ácidos nucleicos (Lim et al. 2007). 
Los niveles de ARN descienden rápidamente, distinguiéndose inicialmente una 
degradación del ARNr del cloroplasto y ARNr citoplasmático, seguida por la 
del ARNm y ARNt citoplasmático. La disminución en el nivel de ARN está 
acompañado por el incremento en la actividad de las ribonucleasas (Lim et al. 
2007). Por último, en la fase más tardía de la senescencia se produce un 
colapso controlado de la vacuola y se degrada el núcleo. Es característico en 
células que sufren MCP la condensación de la cromatina nuclear por la 
hidrólisis endonucleolítica del ADN nuclear provocando una estructura en 
forma de escalones (“laddering”) del ADN (Domínguez y Cejudo 2012). Se ha 
sugerido que la degradación de los ácidos nucleicos del núcleo o de los 
orgánulos durante la MCP libera gran cantidad de nucleótidos, bases de purinas 
y pirimidinas y fosfato que pueden ser movilizados. Este proceso, a diferencia 
del de otras macromoléculas, aún es poco conocido (Sakamoto y Takami 
2014).  
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El diseño de mutantes ha permitido ciertos avances en el conocimiento del 
mecanismo por el que se desencadena y produce la senescencia. La MCP 
durante la senescencia está estrictamente controlada por un complejo programa 
genético. En Arabidopsis se han identificado más de 800 genes asociados a la 
senescencia, los genes SAGs y los SEN (Buchanan-Wollaston et al. 2005). La 
mayoría de ellos codifican enzimas hidrolíticas que degradan macromoléculas 
como proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos y lípidos, lo que conlleva la 
dramática alteración en fisiología celular que subyace a la senescencia foliar 
(Gepstein et al. 2003; Lin y Wu 2004; Soudry et al. 2005; Guo y Gan 2006; 
van der Graaff et al. 2006). Se han descrito dos familias de factores de 
transcripción, NAC y WRKY, que participan regulando la expresión de dichos 
genes y que son la clave del mecanismo que controla el proceso en 
Arabidopsis. Estos factores de transcripción se asocian con diferentes tipos de 
MCP desencadenada bajo distintos tipos de estrés (Woo et al. 2013). 
 
La regulación hormonal juega un papel determinante en la senescencia foliar, 
involucrando a una compleja red de mecanismos de señalización que participan 
en sus diferentes fases (Sarwat et al. 2013). Las citoquininas retrasan la 
senescencia y durante ésta sus niveles descienden gradualmente (Kollmer et al. 
2011) Se desconoce con exactitud el mecanismo de acción, pero se ha 
relacionado con la acción de una invertasa extracelular, que cuando se inhibe se 
retrasa el descenso de citoquininas y el inicio de la senescencia (Lara et al. 
2004). El etileno por el contrario la promueve, y en plantas transgénicas con la 
síntesis de etileno bloqueada se retrasa la senescencia (Yang et al. 2008; Xu et 
al. 2011). Por otro lado, se ha observado que el ácido abscísico (ABA), una 
hormona que media las respuestas de las plantas al estrés ambiental, aumenta 
su nivel en hojas senescentes y provoca la inducción de diversos genes SAGs 
además de promover la abscisión de la hoja senescente (Choi y Hwang 2011). 
En plantas de Arabidopsis con el receptor del ABA RPK1 no funcional se 
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observa un retraso en el inicio de la senescencia natural, mientras que la 
sobrexpresión de dicho receptor la acelera (Lee et al. 2011). El metiljasmonato 
(MeJA) y el ácido jasmónico promueven la senescencia. La aplicación exógena 
de MeJa induce la expresión de genes SAGs y produce la caída de la actividad 
fotosintética al promover la degradación de la clorofila (Shan et al. 2011). El 
ácido salicílico (SA) aumenta su concentración en hojas senescentes y está 
relacionada con la inducción de genes SAGs (Lim et al. 2007). Los 
brassinosteroides (BRs) promueven la senescencia, como sugirieron los 
trabajos con mutantes deficientes en su receptor en los que se retrasó la 
senescencia (Lim et al. 2007). El nivel de auxina en la hoja senescente 
incrementa y existen evidencias de que promueve el avance de la senescencia 
(Lim et al. 2010). Las giberelinas retrasan la senescencia como han sugerido el 
trabajo en Paris polyphylla, en el que la aplicación endógena de esta hormona 
impide la degradación de la clorofila (Li et al. 2010).  
 
4.3. Floración, formación y maduración de frutos 
Las flores son unas estructuras esenciales para la reproducción de las plantas. 
El estudio del desarrollo floral ha permitido establecer los mecanismos 
complejos implicados en la señalización hormonal así como cambios en la 
expresión génica (Vaddepalli et al. 2015). Durante la fase reproductiva de la 
planta, el meristemo apical produce un meristemo floral a partir del cual se 
origina los distintos órganos de la flor. A pesar de los avances recientes, el 
conocimiento sobre el desarrollo floral es aún bastante limitado. La estructura 
central de la flor es el ginoceo, donde se encuentra el ovario con los óvulos 
(Seymour et al. 2013). La fertilización del óvulo desencadena la 
transformación del ginoceo en un fruto en desarrollo, en un proceso con alto 
control hormonal y donde el crecimiento y maduración del ovario está 
altamente coordinado con el desarrollo de la semilla. 
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Los frutos de las angiospermas permiten el desarrollo óptimo del óvulo y de la 
semilla dentro de una estructura protectora. A la vez que proporciona unos 
mecanismos adecuados de dispersión. En general, los frutos se pueden agrupar 
en secos y carnosos, dependiendo de la estrategia de dispersión. Mientras que 
los primeros tienen una estrategia pasiva, los segundos han desarrollado 
asociaciones con animales que usan como métodos de dispersión y, por tanto, 
sufren modificaciones para atraer a estos vectores de propagación (Gómez et 
al. 2014). El conocimiento molecular y bioquímico del desarrollo del fruto se 
ha realizado en dos organismos modelos, Arabidopsis como fruto tipo seco y 
tomate como fruto carnoso, recogiéndose en varias revisiones recientes los 
principales avances (Ruan et al. 2012; Seymour et al. 2013; Gómez et al. 
2014). El desarrollo y senescencia de los frutos secos es un proceso en 
principio bastante simple, el fruto crece tras la fertilización con poca 
diferenciación hasta que alcanza su tamaño final y entonces entra en 
senescencia que acaba con el proceso de abscisión. En cambio, en los frutos 
carnosos el proceso de desarrollo es más complejo y tras la fase de crecimiento 
se distinguen también fases de maduración y sobre-maduración (Gómez et al. 
2014).  
 
En el desarrollo del fruto de Arabidopsis se ha observado procesos de muerte 
celular durante la fase temprana de desarrollo en el tubo de transmisión del 
polen, en el estigma y en los óvulos no fertilizados (Farage-Barhom et al. 2008; 
Carbonell-Bejerano et al. 2010). Durante esta fase inicial el fruto crece 
rápidamente tras la fertilización y este crecimiento es el resultado de una rápida 
división celular así como de expansión celular, proceso controlado 
fundamentalmente por auxinas y giberilinas (Gómez et al. 2014). El fruto 
dispone de células mesofílicas así como de estomas. En la fase final del 
desarrollo, las valvas entran en programa de senescencia y los componentes 
van a ser movilizados para facilitar el reciclaje. El marcador general de 
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senescencia, la clorofila, alcanza un máximo durante la formación de fruto para 
descender coincidiendo con la senescencia (Carbonell-Bejerano et al. 2010; 
Kou et al. 2012). Aunque se desconoce el mecanismo molecular que 
desencadena la senescencia, en frutos de Arabidopsis se ha implicado a las 
giberelinas (Dorcey et al. 2009) así como a factores de transcripción (Kou et al. 
2012). Se ha realizado un estudio transcriptómico de genes asociados al 
desarrollo y senescencia de frutos de Arabidopsis (Wagstaff et al. 2009). 
Gómez y col (2014) han comparado el estudio transcriptómico de Arabidopsis 
(Wagstaff et al. 2009) con otro de maduración de tomate (Zhang et al. 2013) y 
han encontrado similitudes que sugieren analogía entre el programa de 
senescencia en ambos tipos de frutos. 
 
5. Papel biológico de las nucleasas  
Las nucleasas juegan un importante papel en el mantenimiento de la integridad 
del ADN participando en procesos de recombinación, reparación y replicación 
(Mason y Cox 2012). Además, participan en la degradación de los ácidos 
nucleicos que acontece durante el proceso de MCP (Sakamoto y Takami 2014). 
Las nucleasas están distribuidas ampliamente por todos los seres vivos, 
habiéndose aislado a partir de hongos, bacterias, plantas y animales. La 
mayoría de las nucleasas actúan intracelularmente, aunque se han descrito 
algunas enzimas de hongos que lo hacen extracelularmente, como la S1 de 
Aspergillus oryzare (Uozumi et al. 1969) o P1 de Penicillium citrinum 
(Kuninaka et al. 1961). 
 
El estudio del catabolismo del ADN comenzó a principios del siglo XX (Araki 
1903) denominándose “nucleasas” a aquellas enzimas que llevaban a cabo la 
hidrólisis del enlace fosofodiéster entre los nucleótidos. Las nucleasas pueden 
degradar ADN de cadena simple (ADNmc) o ADN de doble cadena (ADNbc). 
Algunas incluso son capaces de reconocer e hidrolizar zonas de cadena simple 
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en hebras de ADNbc que se originan como consecuencia de un error en el 
apareamiento de nucleótidos (Shishido y Ando 1985). También pueden 
degradar ARN, denominándose ribonucleasas si es su sustrato específico 
(Lesniewicz et al. 2013).  
 
5.1. Clasificación de las nucleasas que participan en procesos de muerte 
celular en plantas. 
El papel biológico de las nucleasas está asociado con la degradación de ácidos 
nucleicos que acontece durante la MCP. Para la planta la MCP es necesaria 
para el correcto mantenimiento de la homeostasis celular y el desarrollo. En 
base a su mecanismo de acción, estas enzimas se clasifican en dos grandes 
grupos, las endonucleasas y las exonucleasas, aunque también existen las exo-
endo nucleasas que pueden actuar indistintamente según los dos modos 
(Sakamoto y Takami 2014). 
 
5.1.1. Endonucleasas 
Son las enzimas que actúan sobre el enlace fosofodiéster de la cadena de ácidos 
nucleicos con independencia de que exista un extremo en la cadena, liberando 
en la reacción oligonucleótidos o mononucleótidos. Dentro de este grupo se 
encuentran las familias de nucleasas tipo S1 y las del tipo estafilococos 
(SNasa) (Sakamoto y Takami 2014). 
 
5.1.1.1. Endonucleasas tipo S1 
Las nucleasas tipo S1 se caracterizan por tener una gran similitud en la 
secuencia de su centro catalítico con el descrito en otras nucleasas de hongos 
como la S1 de Aspergillus oryzae y P1 de Penicilum citrimun (Lesniewicz et 
al. 2013). En todas estas nucleasas se conserva el dominio PF02265. Dentro de 
este grupo se encuentra la familia S1/P1 (Sakamoto y Takami 2014). La 
mayoría de las secuencias aminoacídicas de las nucleasas identificadas son 
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ortólogas a P1 y comparten características catalíticas. Estas enzimas son 
conocidas como las nucleasas Zn2+-dependientes y se caracterizan por poseer 
un pH óptimo ácido y por el requerimiento de zinc, necesario para la 
estabilización de estas enzimas y para su reactivación tras tratamientos con 
EDTA. Sin embargo, no siempre se requiere de la presencia de Zn2+ para la 
determinación de la actividad enzimática. Tienen la capacidad de degradar 
ARN y ADN de cadena simple con preferencia de este último. Son 
glicoproteínas monoméricas con una masa molecular comprendida entre 30 y 
45 kDa. Estas nucleasas son denominadas frecuentemente como nucleasas tipo 
I (EC 3.1.30.1) por compartir las características de este grupo. No obstante, 
estudios recientes ha sugerido que no todas las nucleasas S1 presentan los 
mismos requerimientos de pH o ión (Lesniewicz et al. 2013). En Arabidopsis 
se ha identificado una familia de nucleasas tipo S1, que está compuesta por 
cinco miembros a los que se les ha denominado ENDO (Triques et al. 2007). 
La nucleasa codificada por ENDO1 fue descrita inicialmente como BFN1 tras 
aislarse de hojas senescentes de Arabidopsis (Pérez-Amador et al. 2000). 
BFN1 degrada ADNmc y ARN como sustrato, con preferencia a ADNbc, con 
un pH óptimo neutro y requiere de Zn2+ como cofactor. El análisis de la 
expresión de su promotor ha sugerido que esta nucleasa se expresa en 
diferentes tejidos donde se produce MCP, como la zona de abscisión de la hoja 
y flores o durante la formación de vasos, además de en hojas senescentes 
(Farage-Barhom et al. 2008). La endonucleasa ENDO2 se caracteriza por 
degradar preferentemente ADNmc con un pH óptimo neutro, aunque puede 
hidrolizar ADNmc a pH ácido en presencia de Ca2+ y Zn2+ (Ko et al. 2012). 
Por otro lado, ENDO3 es la única enzima de esta familia cuyas características 
se asemejan a la nucleasa S1, se trata de una enzima Zn2+-dependiente que 
degrada ADNmc a pH ácido. La enzima ENDO4 se caracteriza por hidrolizar 
ADNmc a pH neutro y en presencia de Ca2+ y Mn2+. Respecto a la ENDO5 no 
se detectó actividad en ninguna de las diferentes condiciones de ensayo. Otras 
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nucleasas tipo S1 se han identificado. ZEN1 fue purificada a partir de cultivos 
celulares de Zinia durante el proceso de muerte celular y formación de los 
elementos traqueales (Thelen y Northcote 1989) y es una glicoproteína de 42 
kDa, dependiente de Zn2+ y que hidroliza ADNbc, ADNmc y ARN (Aoyagi et 
al. 1998; Ito y Fukuda 2002). Otras dos nucleasas, ZEN2 y ZEN3, de Zinia 
pertenecientes a la misma familia muestran inducción en su expresión en hojas 
senescentes (Pérez-Amador et al. 2000). La nucleasa CEL1 de Celery tiene una 
alta capacidad para actuar sobre nucleótidos desapareados como consecuencia 
de una mutación en el ADN. Esta enzima es una glicoproteína que requiere 
para su actividad la presencia de Mg2+ o Zn2+ y un pH óptimo neutro (Yang et 
al. 2000). Por su mecanismo de acción esta nucleasa es comúnmente usada en 
el análisis TILLING (Triques et al. 2007). 
 
5.1.1.2. Endonucleasas tipo SNasa 
Las nucleasas SNasa se caracterizan por conservar el dominio PF00565. Estas 
nucleasas se caracterizan por ser Ca2+-dependientes (CAN), poseer un pH 
óptimo neutro y por la inhibición de su actividad por Zn2+. La mayoría de estas 
enzimas hidrolizan ADN de cadena simple (ADNmc) con preferencia a ARN 
(Sugiyama et al. 2000; Sakamoto y Takami 2014). En Arabidopsis se han 
identificado dos SNasas, AtCAN1 y AtCAN2 cuya expresión se induce durante 
la senescencia de la hoja (Isono et al. 2000; Guo et al. 2012; Lesniewicz et al. 
2012). Se postula que estas nucleasas estarían localizadas en la membrana 
plasmática (Lesniewicz et al. 2012). En Cucumis sativus se ha identificado una 
CsCAN cuya expresión se induce en flores femeninas por la acción del etileno 
(Gu et al. 2011). En Eucommia ulmoides, EuCAN1 y EuCAN2, participan en 
la formación de los secundarios del xilema (Chen et al. 2012). 
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5.2. Exonucleasas 
La actividad de las exonucleasas ha sido implicada en procesos de replicación 
y reparación del ADN (Mason y Cox 2012). Estas enzimas únicamente pueden 
actuar sobre cadenas de ácidos nucleicos abiertas, actuando sobre el extremo 
5´, 3´o ambos. Liberan mononucleótidos monofosfato para corregir bases mal 
apareadas (Mason y Cox 2012). Sólo unas pocas exonucleasas han sido 
caracterizadas en plantas. WEX es una exonucleasa de Arabidopsis que tiene 
un dominio exo similar al de la helicasa RecQ (familia 3´-5´-exonucleasa, 
dominio PF01612) que desempeña un papel en la reparación del ADN y que no 
se ha relacionado con senescencia. La deficiencia de esta proteína provoca 
enfermedades genéticas en humanos (Plchova et al. 2003; Li et al. 2005; Smith 
et al. 2013). Únicamente la proteína DPD1 de Arabidopsis se ha relacionado 
con el descenso en el ADN de los orgánulos (mitocondria y cloroplastos) que 
se produce durante la senescencia (Matsushima et al. 2011; Tang et al. 2012). 
DPD1 codifica una proteína que conserva tres dominios Exo (familia 
EXOnuclesa/Ribonucleasa, dominio PF00929), los cuales muestran una alta 
similitud con una subunidad de la ADN polimerasa multimérica (pol III) de 
E.coli. La proteína DPD1 sobrexpresada y purificada a partir de E.coli muestra 
una actividad exonucleasa en presencia de Mg2+ (Matsushima et al. 2011). La 
acumulación de transcritos de DPD1 se observó en polen y en hojas 
senescentes de Arabidopsis (Tang y Sakamoto 2011). La nucleasa DPD1 
únicamente se ha sido localizada en mitocondrias y cloroplastos (Sakamoto y 
Takami 2014). 
 
6. Hipótesis y objetivos de la tesis 
En esta Tesis se ha planteado que el catabolismo de los ácidos nucleicos que 
acontece durante la germinación, así como en diferentes procesos de muerte 
celular programada durante la senescencia, podría generar compuestos con los 
que sintetizar ureidos y de esta forma transportar nitrógeno a otras partes de la 
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planta donde se requiere. Por tanto, cabría esperar que en diferentes procesos 
en los que se produce muerte celular o existe una gran movilización de 
nutrientes, la actividad las actividades nucleasas y ribonucleasas deberían 
aumentar. Para determinar esta hipótesis de partida se han presentado los 
siguientes objetivos: 
1. Analizar las actividades nucleasas y ribonucleasas en ejes y cotiledones de 
judía durante la germinación y desarrollo postgerminativo temprano. 
 
2. Purificar e identificar la proteína con actividad mayoritaria determinada en 
plántulas de judía y cuya actividad pudiera estar implicada en la acumulación 
de ureidos. 
 
3. Identificar el gen que codifica la nucleasa, así como posibles parálogos. 
 
4. Analizar la actividad y la expresión de las nucleasas en plántulas de judía 
desarrolladas en diferentes condiciones. 
 
5. Analizar la actividad y la expresión de las nucleasas durante procesos con 
alta movilización de nutrientes de judía como la senescencia de cotiledones y 
de hojas. 
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1. Reactivos 
1.1. Productos químicos y enzimas comerciales 
Los diferentes reactivos y enzimas que se utilizaron en este trabajo fueron 
suministrados por las casas comerciales que se indican entre paréntesis en cada 
caso. La conservación y manipulación de estos reactivos siempre se realizó 
siguiendo las indicaciones de los diversos fabricantes. 
 
1.2. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados y 
suministrados por Invitrogen. 
 
2. Material biológico y condiciones de cultivo 
2.1. Material vegetal 
En los experimentos realizados con plantas de judía, (Phaseolus vulgaris L.) se 
utilizaron semillas de la variedad Great Northern, suministradas por el Profesor 
A. De Ron (Misión biológica de Galicia, CSIC, Pontevedra). En los 
experimentos realizados con plantas de otras especies, las semillas se 
obtuvieron de Eurosemillas S.A y diferentes mercados locales. 
 
2.1.1. Imbibición de semillas y desarrollo postegermintaivo 
De forma rutinaria el proceso de imbibición y esterilización de las semillas se 
llevó a cabo en el interior de la cámara de flujo laminar mediante un lavado con 
etanol absoluto durante 30 s, seguido de otro lavado con solución acuosa de 
NaClO al 0,2% (v/v) durante 5 min. A continuación, las semillas se enjuagaron 
con agua destilada estéril, al menos seis veces, y se colocaron en placas de 
Petri de 120 mm de diámetro (nunca más de doce semillas) sobre tres discos de 
papel estéril, humedecidos con 8 ml de la solución acuosa que se indique y se 
cubrieron con un cuarto disco de papel humedecido con 4 ml de la misma 
solución. En los experimentos realizados con plántulas de judía, las semillas se 
Materiales y Métodos 
 
	  
32	  
	  
mantuvieron en el interior de las placas desde su imbibición hasta un máximo 
de 6 DDI. Estas placas se mantuvieron en el interior de una cámara de cultivo 
con un fotoperiodo de 14 h de luz, a 26 ºC y 10 h de oscuridad a 20 ºC, con una 
humedad relativa constante del 70% y una intensidad lumínica de 200-300 
µE.m-2.s-1. La humedad en el interior de la placa se mantuvo gracias a la 
adición regular de solución, manteniendo siempre las condiciones de 
esterilidad.  
 
2.1.2. Cultivo de plantas 
En los experimentos en los que se analizó alguna parte de la judía de más de 6 
días de desarrollo, las semillas se traspasaron al 3 DDI (día después de la 
imibición) a macetas que contenían como sustrato perlita y vermiculita en 
relación 1/3, depositando hasta 5 semillas por maceta. Las plantas se 
mantuvieron en el interior de la cámara de cultivo hasta el momento de la 
recogida de muestras, en las condiciones indicadas anteriormente y se regaron 
cada tres días con medio de cultivo para plantas Harper y Gibson, diluido ¼ y 
enriquecido con KNO3 10 mM como fuente de nitrógeno. 
 
• Solución nutritiva Harper y Gibson: solución compuesta por 25 ml de 
solución de macronutrientes, 1 ml de solución de micronutrientes y agua 
destilada hasta un volumen final de 1 litro. 
 
- Solución de macronutrientes: KH2PO4 0,05 g/l, K2SO4 0,2 g/l, 
MgSO4.7H2O 0,2 g/l, CaCl2 0,05 g/l y sandofer (quelato de Fe) 0,2 g/l. 
La solución debe ajustarse a pH 6,5 con KOH. 
 
- Solución de micronutrientes: H3BO3 2,86 g/l, MnSO4.H2O 2,08 g/l, 
ZnSO4.7H2O 0,22 g/l, CuSO4.5H2O 0,08 g/l y NaMoO4.2H2O 0,15 g/l. 
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2.1.3. Experimentos fisiológicos 
Todos los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron un mínimo 
de tres ocasiones. El diseño de cada experimento en concreto, así como el 
momento de recogida y tratamiento de muestras se describe a continuación. 
 
2.1.3.1. Análisis de actividad nucleasa y expresión de genes en ejes y 
cotiledones de plántulas de judía a lo largo de la germinación y desarrollo 
postgerminativo 
A partir de plántulas de judía germinadas en las condiciones estándar, se 
recogieron ejes y cotiledones en diferentes días a lo largo de la germinación y 
desarrollo postgerminativo, obteniéndose sus extractos crudos. En los extractos 
crudos se determinó la actividad nucleasa utilizando como sustrato ADNmc o 
ARN. Los ensayos de actividad se llevaron a cabo como se describen en el 
apartado 5.1. Los geles se cargaron normalizando por peso fresco (5 µl de 
extracto con una relación de tampón:peso fresco de 4:1) y por proteína soluble 
(10 µg). El ensayo se llevó a cabo con tampón Tris 50 mM (pH 6,5) y se 
incubaron a 50 ºC durante 10 min las muestras de ejes y 60 min las de 
cotiledones. En estas muestras también se analizó la expresión de las diferentes 
nucleasas que componen la familia de nucleasas S1/P1 (apartado 15).  
 
2.1.3.2. Análisis de la actividad nucleasa en ejes y cotiledones de plántulas 
de varias leguminosas  
La actividad nucleasa  se determinó en ejes y cotiledones de plántulas de 5 DDI 
de diferentes especies de leguminosas ureídicas y amídicas, germinadas y 
desarrolladas en condiciones estándar. Los geles se cargaron normalizando por 
proteína soluble (15 µg) y el ensayo se llevó a cabo con tampón Tris 50 mM 
(pH 6,5) y se incubó a 50 ºC durante 20 min las muestras de ejes y 60 min las 
de cotiledones (apartado 5.1.1.). En estas muestras también se determinó el 
nivel de ureidos (apartado 4.3).  
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2.1.3.3. Análisis de actividad nucleasa y expresión de genes en distintas 
partes de plántulas de judía  
Plántulas de judía de 6 DDI se dividieron en radícula, hipocotilo e epicotilo y 
se analizó la actividad nucleasa normalizando por proteína soluble (10 µg) y el 
desarrollo de la actividad se realizó en tampón acetato 50 mM (pH 5,5) e 
incubando a 50 ºC durante 10 min. (apartado 5.1.1). En estas mismas muestras 
se analizó la expresión de los genes de la familia S1/P1 (apartado 15).  
 
2.1.3.4. Efecto de la etiolización en ejes de judía 
Tras la imbibición de las semillas, las placas de Petri se mantuvieron envueltas 
en papel de aluminio. Los ejes de estas plántulas etioladas se recogieron a los 4 
y 6 DDI junto con los ejes de plántulas desarrolladas en condiciones estándar 
(control). En estas muestras se determinaron la concentración de proteína 
soluble (apartado 4.1) y de ureidos (apartado 4.3), así como la actividad 
nucleasa (apartado 5.1.1). El ensayo de la actividad se llevó a cabo 
normalizando por proteína soluble (10 µg), en tampón acetato 50 mM (pH 5,5) 
e incubando a 50 ºC durante 10 min. En estas mismas muestras se analizó la 
expresión de los miembros nucleasa de la familia S1/P1 (apartado 15). 
 
2.1.3.5. Tratamientos con fosfato, nitrato y alopurinol en ejes de judía 
Las semillas esterilizadas se colocaron en el interior de placas de Petri en las 
que los discos de papel se humedecieron con una solución de Pi (NaHPO4) 5 
mM, nitrato 10 mM (KNO3), alopurinol 1 mM o agua estéril (control). Los 
discos de papel se sustituyeron diariamente por otros nuevos y humedecidos 
con dichas soluciones. Los ejes se recogieron a los 4 DDI. El ensayo de la 
actividad se llevó a cabo normalizando por proteína soluble (10 µg), en tampón 
acetato 50 mM (pH 5,5) e incubando a 50 ºC durante 10 min (apartado 5.1.1). 
En estas mismas muestras se analizó la concentración de proteína soluble 
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(apartado 4.1) y la concentración de ureidos (apartado 4.3), así como la 
expresión de los miembros nucleasa de la familia S1/P1 (apartado 15).  
 
2.1.3.6. Efecto de las condiciones adversas en ejes de judía 
En extractos crudos obtenidos de plántulas germinadas bajo diferentes 
condiciones se determinó la concentración de proteína soluble (apartado 4.1) y 
de ureidos totales (apartado 4.3), así como la actividad nucleasa (apartado 
5.1.1). El ensayo de la actividad se llevó a cabo normalizando por proteína 
soluble (10 µg), en tampón acetato 50 mM (pH 5,5) e incubando a 50 ºC 
durante 10 min (apartado 5.1.1). En estas mismas muestras se analizó la 
expresión de los miembros nucleasa de la familia S1/P1 (apartado 15). 
• Tratamientos con NaCl. Las plántulas de judía germinaron y se 
desarrollaron en el interior de placas de Petri con diferentes 
concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM). Los discos de papel 
humedecidos se sustituyeron diariamente y los ejes se recogieron a los 4 
DDI. 
• Tratamientos con metil-jasmonato. Plántulas de judía a los 6 DDI se 
trataron con una solución de metil-jasmonato 50 µM durante 24 h.  
• Tratamientos con especies reactivas de oxígeno. Las plántulas de judía 
germinaron y se desarrollaron en el interior de placas de Petri que 
contenían discos de papel humedecidos con agua estéril (control) o con una 
solución de peróxido de hidrógeno 10 mM. Los discos de papel 
humedecidos se sustituyeron diariamente y los ejes se recogieron a los 4 
DDI. 
 
2.1.3.7. Análisis de la movilización de reservas en cotiledones de judía 
El análisis de la movilización de las reservas de los cotiledones de plántulas de 
judía se llevó a cabo determinando la concentración de proteína soluble 
(apartado 4.1), de ureidos (apartado 4.3) y de la cantidad de globulinas 
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(apartado 4.4). La actividad nucleasa se llevó a cabo según se indica en el 
apartado 5.1, utilizando tampón TES 50 mM (pH 7) en ausencia y presencia de 
cationes divalentes (Ca2+, Mg2+ y Zn2+), normalizando la actividad por cantidad 
de proteína soluble (10 µg) y desarrollándola tras incubar a 50 ºC durante 90 
min (apartado 5.1.1). La expresión de los genes de las nucleasas de la familia 
de nucleasas S1/P1 se analizó en todas las muestras (apartado 15). 
• Efecto del rejuvenecimiento de los cotiledones. A plántulas sembradas en 
macetas a los 7 DDI se les eliminó el epicotilo con la ayuda de una cuchilla 
estéril a la altura de la inserción de los cotiledones y, las plántulas se 
mantuvieron en la cámara de cultivo hasta los 11 DDI. El análisis de estos 
cotiledones se realizó junto a otros recogidos a los 7 y 11 DDI a partir de 
plántulas desarrolladas en condiciones estándar (control).  
• Efecto la deficiencia de nutrientes. Las plántulas se regaron desde el 
momento de su siembra con solución de riego carente de nitrato o fosfato. 
Los cotiledones de estas plántulas se analizaron a los 8 DDI junto con 
cotiledones procedentes de plantas regadas con solución nutritiva estándar 
(control). 
 
2.1.3.8. Análisis de diferentes órganos de planta adulta de judía 
Se analizaron flores en diferentes momentos de su desarrollo: primordio floral, 
flor joven y flor senescente, así como frutos agrupados en base a su tamaño, de 
4 cm, 10 y 12 cm aproximadamente. Los frutos de mayor tamaño contenían en 
su interior semillas en desarrollo por lo que se separaron en vaina y en semilla, 
analizándose por separado. En todas las muestras se determinó la actividad 
nucleasa se llevó a cabo según se indica en el apartado 5.1, utilizando tampón 
acetato 50 mM (pH 5,5) y TES 50 mM (pH 7), en ausencia y presencia de 
cationes divalentes (Ca2+, Mg2+ y Zn2+) normalizando frente a la cantidad de 
proteína soluble (10 µg) y desarrollándola tras incubar a 50 ºC durante 60 min 
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(apartado 5.1.1). La expresión de los genes de las nucleasas de la familia de 
nucleasas S1/P1 se analizó en todas las muestras (apartado 15). 
 
2.1.3.9. Análisis de la senescencia en hojas de judía 
El estudio se realizó en la primera hoja trifoliada de plantas de judía 
determinando el nivel de proteína soluble (apartado 4.1), el nivel de clorofila a 
y b (apartado 4.4) y de ureidos (apartado 4.3). La actividad nucleasa también se 
determinó según se indica en el apartado 5.1 de Material y Métodos, utilizando 
tampón acetato 50 mM (pH 5,5) y TES 50 mM (pH 7), en ausencia y presencia 
de cationes divalentes (Ca2+, Mg2+ y Zn2+) normalizando frente a la cantidad de 
proteína soluble (10 µg) y desarrollándola tras incubar a 50 ºC durante 20 min 
cuando se usaron como sustratos ADNmc y ARN, mientras que para ADNbc 
durante 60 min (5.1.1). La expresión de los genes de las nucleasas de la familia 
de nucleasas S1/P1 se analizó en todas estas muestras (apartado 15). 
• Senescencia Natural. Las primeras hojas trifoliadas de judía se recogieron a 
diferentes momentos del desarrollo de la planta de un intervalo 
comprendido entre los 25 y 42 DDI. El estudio se realizó por triplicado. 
• Senescencia Inducida. La senescencia inducida se llevó a cabo sometiendo 
a oscuridad total a la primera hoja trifoliada de diferentes plantas, siguiendo 
dos aproximaciones experimentales distintas. En la primera (SIO.1), tres 
hojas se aislaron de diferentes plantas de 25 DDI con la ayuda de una 
cuchilla estéril y se depositaron en el interior placas de Petri de 120 mm 
(una hoja por cada placa), que contenían tres discos de papel en la base y 
uno en la tapa, humedecidos con agua destilada estéril para mantener la 
humedad relativa y evitar que las hojas se marchitaran. Transcurridos seis 
días se recogieron y se analizaron frente a tres hojas recogidas a los 25 DDI 
que actuarían como los controles. El siguiente método (SIO.2) consistió en 
envolver con papel de aluminio la primera hoja trifoliada de diferentes 
plantas a los 25 DDI, manteniéndose así durante seis días y recogiéndose 
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finalmente, junto con otras tres hojas procedentes de plantas diferentes de 
31 DDI y cultivadas en condiciones estándar, que actuarían como los 
controles del experimento. 
 
2.2. Cultivos bacterianos 
2.2.1. Estipes bacterianas 
Se utilizaron dos cepas diferentes del organismo Escherichia coli, la cepa 
DH5α y la BL21. La cepa DH5α es una estirpe que está modificada 
genéticamente y que resulta deficiente en algunos de los componentes del 
sistema de restricción y modificación de bacterias. Esta cepa es útil para 
obtener células competentes para su transformación. La cepa BL21 (DE3) es 
una estirpe deficiente en diferentes proteasas celulares y que contiene en su 
genoma el gen de la ARN polimerasa T7, cuyo promotor es inducible por 
IPTG. Esta cepa resulta idónea para la expresión heteróloga de proteínas en E. 
coli.  
 
2.2.2. Condiciones de cultivo 
Las dos cepas se cultivaron de forma rutinaria a 37 ºC en medio LB (Luria-
Bertani) esterilizado en el autoclave durante 20 min a 126 ºC. A los medios de 
cultivo se les adicionó los diferentes suplementos tras enfriarse y al alcanzar 
aproximadamente los 50 ºC. 
 
• Medio de cultivo LB: compuesto por 10 g de NaCl, 10 g bacto-triptona, 5 g 
de extracto de levadura y agua destilada hasta un volumen de 1 l. A los 
medios sólidos se debe añadir agar 1,5% (p/v), previamente a la 
esterilización por autoclave, distribuyéndose posteriormente en placas de 
Petri estériles de 50 mm de diámetro. 
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2.2.3. Obtención de células competentes de E. coli 
La estirpe bacteriana se cultivó en medio LB en agitación a 240 rpm y a 37 ºC 
durante aproximadamente 14 h. Con este cultivo se inoculó un medio LB 
fresco y se incubó a 37 ºC en agitación a 200 rpm hasta alcanzar una densidad 
óptica aproximada de 0,5. El cultivo se enfrió en hielo durante 10 min y a partir 
de ese momento todo el proceso se realizó a 4 ºC. Las células se recogieron por 
centrifugación a 2800 g durante 5 min y se resuspendieron en CaCl2 50 mM 
estéril y frío, utilizando un volumen igual a la mitad del volumen inicial de 
medio LB fresco. Estas células competentes se almacenaron a -80 ºC tras 
añadir glicerol a una concentración final del 10% (v/v). 
 
3. Obtención de extractos crudos 
3.1. Extractos crudos a partir de material vegetal 
El material vegetal fresco obtenido de cada experimento, tras pesarlo y 
fotografiarlo, se congeló inmediatamente con nitrógeno líquido y se mantuvo a 
-80 ºC hasta su uso. En el momento de su análisis, el material se pulverizó con 
nitrógeno líquido y se trituró a 4 ºC con tampón de extracción en una relación 
entre 4 y 10 ml por cada gramo de peso fresco, según el tipo de tejido. Salvo 
que especifique lo contrario, el tampón de extracción estaba compuesto de TES 
50 mM (pH 7) y DOC al 0,15% (p/v). Finalmente, la suspensión homogénea 
obtenida se incubó en hielo durante 15 min y se centrifugó durante 10 min a 
24000 g a 4 ºC, separando el sobrenadante resultante en partes alícuotas que se 
mantuvieron almacenadas a -20 ºC. 
 
3.2. Extractos crudos a partir de Escherichia coli 
Las bacterias transformadas con la construcción de interés y obtenidas de 25 ml 
de cultivo líquido se resuspendieron en 5 ml de tampón de lisis que contenía: 
urea 8 M, NaCl 300 mM, PSMF 1 mM, disueltos en TES 50 mM (pH 7) y se 
rompieron por ultrasonidos en un equipo Vibra Cell (Sonic and Materials INC., 
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Danbury, Connecticut, USA), aplicando 6 pulsos de 5 s cada uno, manteniendo 
las muestras siempre a 4 ºC. El homogenado se centrifugó a 12000 g durante 
15 min y a 4 ºC, obteniéndose un sobrenadante que se denominó extracto crudo 
de lisis y el precipitado con los restos celulares. En condiciones 
desnaturalizantes se añadió urea al tampón de lisis. 
 
4. Determinaciones analíticas 
4.1. Determinación de la concentración de proteína soluble 
La concentración de proteína se determinó mediante el método Protein Assay 
Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) basado en el método de Bradford (1976) y 
utilizando seroalbúmina bovina como patrón. La concentración de proteína en 
los perfiles cromatográficos se estimó mediante la medida directa de la 
absorbancia a 280 nm. 
 
4.2. Determinación de aminoácidos libres 
La cantidad de aminoácidos solubles se determinó mediante el método de la 
ninhidrina-metilcelosolve descrito por Yemm y Cocking (1955). Una cantidad 
adecuada de extracto crudo se diluyó hasta un volumen final de 1 ml con agua 
y se le añadieron 0,5 ml de tampón citrato 0,2 M (pH 5,0). A continuación, se 
le añadieron 0,2 ml de la solución compuesta por ninhidrina al 0,5% (p/v) en 
metilcelosolve (2-metoxietanol) y 1 ml de una solución acuosa de ácido 
ascórbico al 0,1% (p/v). Tras agitar para mezclar, se incubaron las muestras en 
un baño a 100 ºC durante 15 min. Una vez enfriadas las muestras con agua y 
hielo durante 2 min, se añadieron 2 ml de agua destilada. Finalmente, se 
determinó la absorbancia a 405 y 575 nm. El coeficiente de extinción molar de 
la mayoría de los aminoácidos es próximo a 24 mM-1cm-1, por lo que este fue 
el valor con el que se determinó la concentración de aminoácidos totales.  
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4.3. Determinación de ureidos totales 
La concentración de ureidos totales se determinó mediante el ensayo 
colorimétrico descrito por van de Drift (1970). Este método se basa en la 
transformación físico-química diferencial de los diferentes ureidos a glioxilato, 
el cual, en presencia de fenilhidrazina y en medio ácido forma difenilformazán 
del glioxilato, que es un compuesto coloreado con un máximo de absorbancia a 
520 nm. Para la determinación de la concentración de ureidos se tomó una 
cantidad adecuada de extracto crudo y se mezcló con agua destilada hasta un 
volumen final de 0,6 ml. A continuación, se añadieron 0,2 ml de NaOH 0,5 M 
y se incubó a 100 ºC durante 10 min. Después de enfriar, se añadieron 0,2 ml 
de tampón fosfato 0,4 M (pH 7) y 0,2 ml de fenilhidrazina-HCl 22,8 mM. Tras 
10 min de incubación a temperatura ambiente se le añadió 1ml de HCl 12 N a 4 
ºC y 0,2 ml de ferricianuro potásico 48,6 mM. Transcurridos 15 min a 
temperatura ambiente se determinó la absorbancia a 520 nm. El coeficiente de 
extinción molar del producto final fue de 42,36 mM-1cm-1. 
 
4.4. Determinación de las globulinas 
Las globulinas 7S se extrajeron siguiendo el protocolo descrito en Carbonaro 
(2006) con pequeñas modificaciones. Los tejidos se homogenizaron con el 
tampón Tris-HCl 0,15 M (pH 8,5) con la ayuda de un mortero y a 4 ºC. La 
relación de tampón por gramo de peso fresco fue de 4 para ejes y 6 para 
cotiledones. Tras centrifugar a 4 ºC durante 10 min a 12000 g, se tomaron 
partes alícuotas de los extractos y se les añadió HCl para alcanzar una 
concentración final de 95 mM. Los extractos se centrifugaron de nuevo a 4 ºC 
durante 10 min a 12000 g, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron 
los precipitados en un volumen igual al inicial con tampón Tris-HCl 0,025 M 
(pH 8,5). Los extractos obtenidos se sometieron a SDS-PAGE tras mezclar 
previamente con tampón de carga en presencia de agentes desnaturalizantes e 
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incubaron 3 min a 95 ºC. Tras la electroforesis el gel se tiñó con solución 
Coomassie de un sólo paso. 
 
4.5. Determinación de las clorofilas 
El contenido en clorofilas se determinó mediante el método descrito por 
Lichtenthaler (1987) que se basa en la extracción de las clorofilas del tejido 
mediante sucesivos lavados con acetona al 80% (v/v). Se utilizó 0,09 gramos 
de material vegetal almacenado a -80 ºC. Este material se pulverizó con 
nitrógeno líquido y se le añadió 1,5 ml de una solución acuosa de acetona al 
80%. Tras mezclar por agitación con la ayuda de un vórtex, se centrifugó a 4 
ºC durante 10 min a 12000 g y se recogió el sobrenadante. La extracción con 
acetona al 80% se repitió tres veces más. Habitualmente, el precipitado 
obtenido tras estas 4 extracciones era de color blanco indicando la ausencia de 
pigmentos. Los sobrenadantes obtenidos en cada una de las extracciones se 
mezclaron y se determinó su absorbancia a 663 y 645 nm. La concentración de 
clorofila a y b se determinó mediante las siguientes fórmulas algebraicas: 
 
• Clorofila a (µg/ml) = 12,25*A663 - 2,79*A646 
• Clorofila b (µg/ml) = 21,5*A646 - 5,1*A663 
 
5. Ensayos enzimáticos 
5.1. Determinación de la actividad nucleasa 
5.1.1. Ensayo en gel 
El ensayo de la actividad nucleasa en gel de acrilamida se realizó según se 
describe en Yen y Green (1991) con algunas modificaciones. Los geles se 
prepararon como se indica en el apartado 6 incluyendo en la mezcla del gel 
separador ADN como sustrato de la reacción (obtenido de testículos de salmón, 
D1626 Sigma Aldrich). El ADN se disolvió en agua miliQ a una concentración 
final de 0,24 mg/ml y antes de añadirlo al gel se desnaturalizó hirviéndolo 
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durante 5 min. Los extractos se cargaron en el gel normalizando frente a la 
cantidad de proteína soluble (10 o 15 µg) o por peso fresco (5 µl, utilizando un 
ratio de tampón:peso fresco de 4 a 10 ml:g), tras mezclar con tampón de carga 
(Laemmli 1970) en una relación 1/3 y en ausencia de agentes reductores. Las 
muestras con tampón de carga se incubaron durante 10 min a 65 °C. La 
electroforesis se llevó a cabo aplicando 100 V y a 4 °C, como se indica en el 
apartado 6. A continuación, los geles se sometieron a dos lavados durante 10 
min con una solución tampón de acetato 10 mM (pH 5,5) o TES 10 mM (pH 7) 
que contenía isopropanol al 25% (v/v) para retirar el SDS de los geles. 
Posteriormente, los geles se lavaron dos veces durante 10 min con acetato 10 
mM (pH 5,5) o TES 10 mM (pH 7), respectivamente, para retirar el 
isopropanol. Todos los lavados se realizaron a 4 °C y en agitación constante. 
Por último, la actividad se desarrolló incubando los geles a 50 °C en presencia 
de tampón acetato 50 mM (pH 5,5) o TES 10 mM (pH 7) durante un tiempo 
variable de incubación (de 5 a 90 min) en función de la muestra. Para detectar 
la actividad los geles se tiñeron con una solución acuosa que contenía Azul de 
Toluidina O (Sigma-Aldrich, detectándose la actividad como tinción negativa. 
Los geles fueron digitalizados mediante el sistema UVIDoc system y GelDoc 
TM EZ Imager (Bio-Rad), cuya imagen invertida se muestra como los 
resultados. 
 
5.1.2. Ensayo in vitro 
El ensayo de la actividad nucleasa in vitro se llevó a cabo siguiendo el 
procedimiento descrito en Wood y col. (1998), con algunas modificaciones. La 
mezcla de reacción del ensayo estaba compuesta por la cantidad adecuada de 
extracto crudo, BSA a una concentración final de 1 mg/ml, tampón acetato 50 
mM (pH 5,5) o TES 50 mM (pH 7) y como sustrato ADN (obtenido de 
testículos de salmón, D1626, Sigma Aldrich), disuelto en agua miliQ y 
desnaturalizado tras hervir 10 min. El ADN desnaturalizado se añadió 
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inmediatamente a la mezcla de reacción a una concentración final de 0,5 
mg/ml. El volumen final de la mezcla de reacción fue 0,6 ml y la reacción se 
llevó a cabo en un baño termostatizado a 35 °C. En diferentes tiempos se 
fueron tomando partes alícuotas de 0,3 ml a las que se le adicionó 1 ml de 
ácido perclórico al 3,4% (v/v). Tras homogenizar por inversión suave se 
centrifugó a 24100 g a 4 °C durante 15 min. Finalmente, se midió la 
absorbancia del sobrenadante a 260 nm y la actividad nucleasa se determinó 
por el incremento de la absorbancia en un periodo de tiempo. Este incremento 
viene dado por el aumento en la concentración de nucleótidos o pequeños 
fragmentos de ADN en el sobrenadante como consecuencia de la hidrólisis del 
ADN, quedando en el precipitado las moléculas de ADN sin digerir. Una 
unidad de actividad enzimática (U) se define como la cantidad de enzima que 
produce un incremento en la absorbancia de 0,01 por minuto de acuerdo a 
Yupsanis y col. (2004). 
 
5.2. Determinación de la actividad ribonucleasa 
5.2.1. Ensayo en gel 
El ensayo se realizó como se ha descrito para la nucleasa en el apartado 5.1.1 
pero utilizando ARN como sustrato (obtenido de levadura, R3629, Sigma-
Aldrich) a una concentración final de 1mg/ml, en lugar de ADN. 
 
5.2.2. Ensayo in vitro 
El ensayo se realizó como se ha descrito para la nucleasa en el apartado 5.1.2 
pero utilizando ARN como sustrato (obtenido de levadura R3629, Sigma-
Aldrich) a una concentración final de 0,5 mg/ml, en lugar de ADN. 
 
5.3. Determinación de la actividad alantoinasa 
Para la determinación de la actividad alantoinasa se siguió el protocolo descrito 
en Raso y col. (2007b) basado en la cuantificación de la formación de alantoato 
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mediante el método descrito por  van der Drift (1970). La reacción se llevó a 
cabo en un volumen final de 1,6 ml en un baño termostatizado a una de 
temperatura de 35 ºC. La mezcla de reacción estaba compuesta por la cantidad 
adecuada de extracto crudo, utilizando alantoína 12 mM como sustrato disuelta 
en Tris-HCl 50 mM (pH 7,8) junto con MnSO4 1 mM. El proceso se llevó a 
cabo extrayendo de la mezcla de reacción a distintos tiempos, partes alícuotas 
de 0,2 ml que se mezclaron con 0,2 ml de HCl 0,15 N y 0,6 ml de agua 
destilada fría. Tras incubar a 100 ºC durante 10 min, se determinó el glioxilato. 
En todos los ensayos se realizaron controles para determinar la producción no 
enzimática de alantoato. La unidad de actividad enzimática (U) se define como 
la cantidad de enzima que cataliza la transformación de 1 µmol de sustrato por 
min.  
 
6. Electroforesis de proteínas 
6.1. Separación de proteínas en gel de acrilamida 
La separación electroforética de proteínas en geles de acrilamida con SDS se 
realizó según se describe en Laemmli (1970) utilizando mini geles (20cm x 20 
cm) del sistema de electroforesis miniprotean III (Bio-Rad). En condiciones 
desnaturalizantes y reductoras las muestras se mezclaron con tampón de carga 
en relación 1/3 (v/v) en presencia de β-mercaptoetanol como agente reductor y 
se incubaron a 100 ºC durante 5 min. En condiciones no reductoras las 
muestras se mezclaron con tampón de carga en ausencia de agente reductor y 
no se calentaron. La electroforesis siempre se llevó a cabo a 100 V y a 4 ºC.  
En los geles se incluyeron marcadores de masa molecular que permitían 
estimar el tamaño y la cantidad de proteína presente en cada uno de los 
pocillos. Se utilizaron los marcadores de peso molecular pre-teñidos: PageRule 
Prestained Protein Ladder (Thermo scientific) que consiste en péptidos de 170, 
130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15 y 10 kDa.  
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• Composición de geles y tampones: 
- Gel concentrador: tampón Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), SDS al 0,1% 
(p/v), APS al 0,05% (p/v), TEMED al 0,1% (p/v) y 
acrilamida/bisacrilamida al 4%. 
 
- Gel separador: tampón Tris-HCl 1,5 mM (pH 8,8), SDS al 0,1% (p/v), 
APS al 0,05% (p/v), TEMED al 0,1% (p/v) y acrilamida/bisacrilamida 
en un porcentaje comprendido entre 8 y 10%. 
 
- Tampón de electroforesis: Tris 250 mM (pH 8,3), glicina 520 mM y 
SDS al 0,1% (p/v). 
 
- Tampón de carga Laemmli: Tris-HCl 100 mM (pH 6,8), SDS al 2% 
(p/v), azul de bromofenol al 0,02% (p/v) y glicerol al 10% (v/v). En 
condiciones reductoras se utilizó la misma composición pero se añadió 
β-mercaptoetanol a una concentración final de 715 mM. 
 
 
6.2. Tinción de los geles de acrilamida 
Una vez separadas las proteínas mediante electroforesis, los geles se tiñeron 
con una solución de Azul de Coomassie diluido o tinción de plata mediante los 
procedimientos que se describen a continuación: 
 
6.2.1. Tinción con solución Azul de Coomassie 
Los geles de acrilamida se sumergieron en solución azul de Coomassie diluido, 
permaneciendo en agitación constante y a temperatura ambiente hasta alcanzar 
el grado de tinción deseado (Zehr et al. 1989). Debido a la baja concentración 
del colorante, esta solución sólo tiñe las proteínas y, por tanto, no resulta 
necesario desteñir posteriormente los geles. La solución de Coomassie estaba 
compuesta de etanol al 10% (v/v), ácido acético al 5% (v/v) y Coomassie R-
250 al 0,0016% (p/v).  
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6.2.2. Tinción con solución de plata 
Cuando se requería mayor sensibilidad los geles se tiñeron con solución de 
plata utilizando el Kit Silver Stain (Bio Rad) basado en el procedimiento 
descrito por Hesukeshoven y Dernick (1985). El primer paso consiste en 
incubar el gel en una solución compuesta por agua miliQ, etanol y ácido 
acético en una proporción 55/30/15 (v/v/v) durante al menos una hora para fijar 
las proteínas. A continuación, se sumerge en una solución compuesta por agua 
miliQ, etanol y glutaraldehído en una proporción 75/25/0,125 (v/v/v) además 
de acetato sódico 0,5 M y tiosulfato sódico 8,3 mM, durante un intervalo de 
tiempo comprendido entre 1 y 12 h. Posteriormente, se lava tres veces con agua 
miliQ, durante 10 min cada lavado, y se añade una solución acuosa de nitrato 
de plata 6 mM y formaldehido al 0,011% (p/v) incubando durante 30 min. 
Todas las incubaciones se realizan en agitación constante y a temperatura 
ambiente. Por último, se hacen dos lavados cortos de 10 s con agua miliQ y se 
añade la solución de revelado compuesta por carbonato sódico 236 mM y 
formaldehido al 0,011% (p/v) en agua miliQ, manteniéndose en agitación 
suave. Cuando se alcanza la coloración deseada se retira la solución de 
revelado y se detiene la reacción añadiendo EDTA 50 mM. 
 
7. Electrotransferencia y Western blot 
Tras realizar la electroforesis, las proteínas del gel se transfirieron a una 
membrana de PVDF (Sigma-Aldrich) mediante electrotransferencia en una 
célula Mini-TransBlot (Bio-Rad) o por transferencia semiseca en TE 70 ECL 
Semi-Dry Transfer Unit (Amersham Biosciences). La membrana de PVDF se 
activó previamente sumergiéndola en metanol absoluto durante 1 min y que se 
mantuvo sumergida en tampón de transferencia hasta su uso. La transferencia 
se realizó aplicando 200 mA durante 90 min a 4 ºC, independientemente del 
sistema utilizado. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavó con tampón 
T-TBS y se bloqueó con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en tampón T-
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TBS a temperatura ambiente durante 30 min y en agitación constante. A 
continuación, se incubó la membrana con el anticuerpo primario (H1029, 
Sigma-Aldrich) diluido en T-TBS (1:5.000) suplementado con un 0,5% (p/v) 
de leche desnatada en polvo durante 12 h y a temperatura ambiente. Estos 
anticuerpos son monoclonales y reconocen las colas de histidina de las 
proteínas recombinantes. El anticuerpo se retiró lavando la membrana tres 
veces con T-TBS, durante 10 min cada lavado. Se añadió como anticuerpo 
secundario anti-imunoglobulina G de ratón desarrollada en cabra y conjugada 
con fosfatasa alcalina (A3562 de Sigma-Aldrich) en T-TBS (1:10.000). Se 
incubó durante 1 h a temperatura ambiente en agitación constante. 
Posteriormente, se lavó 3 veces con T-TBS durante 10 min cada lavado, y 
finalmente, se desarrolló la actividad fosfatasa alcalina mediante la adición de 
revelado sobre la membrana de PVDF. Una vez desarrollado el color púrpura 
(1-5 min), la reacción se detuvo tras realizar varios lavados con agua destilada. 
 
• Tampones utilizados: 
- Tampón de electrotransferencia: Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), glicina 192 
mM y metanol al 20%. 
 
- Tampón TBS: Tris-HCl 25 mM (pH 7,4) y NaCl 137 mM. 
 
- Tampón T-TBS: Tris-HCl 25 mM (pH 7,4), NaCl 137 mM y Tween-
20 al 0,1% (v/v). 
 
- Tampón de desarrollo: Tris-HCl 100 mM (pH 9,5), MgCl2 5 mM, 
BCIP 0,4 mM y NBT 0,37 mM. 
 
 
8. Purificación de proteínas 
8.1. Purificación de una proteína con actividad nucleasa a partir de ejes en 
desarrollo de judía 
Todos los pasos de la purificación se realizaron a 4 ºC, utilizando como tampón 
de trabajo TES 50 mM (pH 6,5). El extracto crudo se obtuvo a partir de 25 g de 
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ejes de plántulas de 5 DDI, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 
3. Los diferentes pasos que se siguieron en la purificación se detallan a 
continuación: 
 
8.1.1. Precipitación fraccionada con sulfato amónico 
Al extracto crudo se le fue añadiendo lentamente sulfato amónico en agitación 
suave y a 4 ºC hasta alcanzar una saturación del 65% y se mantuvo en estas 
condiciones durante 30 min. La suspensión resultante se centrifugó a 22000 g y 
a 4 ºC durante 15 min. El sobrenadante se recogió y se repitió el proceso 
añadiendo de nuevo sulfato amónico hasta alcanzar una saturación del 90% y 
se volvió a centrifugar a 22000 g y a 4 ºC durante 15 min. El precipitado 
resultante se resuspendió en el tampón de trabajo en un volumen menor al 
inicial para concentrar la muestra. A continuación, la preparación enzimática se 
dializó utilizando una membrana de celulosa siguiendo el procedimiento 
descrito en el apartado 9. 
 
8.1.2. Tratamiento térmico 
A la preparación enzimática procedente del paso anterior se le añadió ZnCl2 5 
mM y se calentó a 60 ºC durante 30 min. Tras incubar a 4 ºC durante 30 min, 
se centrifugó a 22000 g y a 4 ºC durante 10 min. Finalmente, se recogió el 
sobrenadante y se sometió al siguiente paso de purificación. 
 
8.1.3. Cromatografía de intercambio iónico 
El sobrenadante obtenido en el paso de purificación anterior se sometió a una 
cromatografía de intercambio iónico en DEAE-Sephacel utilizando una 
columna de 1 ml (GE Healthcare) acoplada a un sistema ÄKTA purifier HPLC 
(GE Healthcare). La columna fue equilibrada previamente con el tampón de 
trabajo. Tras la carga, la columna se lavó con 5 volúmenes de columna de 
tampón de trabajo y la elución de las proteínas se llevó a cabo mediante un 
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gradiente en 30 volúmenes de columna de NaCl desde 0 a 0,5 M. Por último, la 
columna se lavó con 5 volúmenes de tampón de trabajo suplementado con 
NaCl 1 M. Todo el proceso se realizó a un flujo de 1 ml/min y las fracciones 
que se recogieron fueron de 1 ml, a las que se les midió la concentración de 
proteína (apartado 4.1) y la actividad nucleasa mediante ensayo in vitro 
(apartado 5.1.1). Las fracciones con actividad se reunieron y se dializaron 
como se describe en el apartado 9. 
 
8.1.4. Cromatografía de afinidad a la concanavalina-A 
La preparación enzimática procedente de la cromatografía de intercambio 
iónico y dializado se sometió a una cromatografía de afinidad en una columna 
con concanalavania-A, la ConA-Sepharose de 1 ml (GE Healthcare) acoplada a 
un sistema ÄKTA purifier HPLC (GE Healthcare). La columna se equilibró 
previamente con el tampón TES 50 mM (pH 7,4) suplementado con NaCl 
0,500 mM, CaCl2 1 mM, MnCl2 1 mM. Tras la carga, la columna se lavó con 5 
ml de tampón de trabajo y la elución se realizó en un gradiente de 30 
volúmenes de columna de 0 a 0,5 M de metil α-D-manopiranosa, seguidos de 8 
volúmenes de 0,5 M de metil α-D-manopiranosa. Todo el proceso se realizó a 
un flujo de 0,5 ml/min y las fracciones recogidas fueron de 1 ml, a las que se 
les midió la concentración de proteína (apartado 4.1) y la actividad nucleasa 
mediante ensayo in vitro (apartado 5.1.1). Las fracciones con actividad se 
reunieron y se dializaron como se describe en el apartado 9. 
 
8.2. Purificación de la proteína PVN2 recombinante 
La proteína recombinante con colas de histidinas y expresada en E. coli se 
purificó por unión a Ni2+ en una columna de 1 ml de Chelating sepharose (GE 
Healthcare) preparada siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
purificación se llevó a cabo bajo condiciones desnaturalizantes que permitieran 
la solubilización de la proteína. En la columna se aplicaron 5 ml de extracto 
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crudo de lisis procedente del cultivo de células que contenían la construcción 
con la proteína recombinante., en presencia de con urea 8 M y tras incubar 5 
min a 100 ºC. A continuación, se lavó con 5 ml tampón de lisado y se lavó tres 
veces la columna con 2 ml de tampón de lisado que contenía imidazol en una 
concentración creciente: 75, 100 y 200 mM, con los que se eluyó la proteína. 
Las fracciones obtenidas se mantuvieron a 4 ºC para su posterior análisis 
mediante SDS-PAGE y Western blot. La purificación de la proteína en 
condiciones no desnaturalizantes se llevó a cabo del mismo modo pero en 
ausencia de urea. 
 
9. Diálisis de proteínas 
La diálisis se llevó a cabo introduciendo el extracto proteico en el interior de 
una membrana de celulosa de 25 mm (D9777, Sigma-Aldrich) que previamente 
se lavó con abundante agua desionizada durante al menos 14 h a 4 ºC. La 
membrana de diálisis se colocó en un vaso de precipitado que contenía 1 l de 
tampón de trabajo correspondiente y se mantuvo en agitación constante durante 
12 h a 4 ºC. El proceso se repitió con tampón nuevo 3 veces más, en las 
mismas condiciones durante 1 h.  
 
10. Caracterización de la nucleasa de 37 kDa de ejes embrionarios de judía 
La caracterización de la proteína de 37 kDa con actividad nucleasa se realizó 
mediante el ensayo en gel (apartado 5.1.1) utilizando como fuente de enzima 
extracto crudo obtenido a partir de ejes de 3 DDI cargando por cada carril 10 o 
15 µg de proteína. 
 
10.1. Especificidad de sustrato 
La actividad nucleasa se determinó utilizando como sustrato ADNmc (hervido 
5 min), ADNbc (sin hervir) y ARN, todos a la concentración final de 1 mg/ml 
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en tampón acetato 50 mM (pH 5,5). La actividad se determinó a 50 ºC durante 
10 min. 
 
10.2. Determinación de la temperatura y pH óptimos 
La temperatura óptima se determinó incubando los geles a diferentes 
temperaturas (10, 20, 30, 40, 50 y 60 ºC). El pH óptimo se estudió 
desarrollando la actividad nucleasa a valores de pH comprendidos entre 4,5 y 
8,5. En ambos casos, la actividad se desarrolló a 50 ºC durante 10 min. 
 
10.3. Efecto del EDTA y de cationes divalentes 
El efecto del EDTA en la actividad nucleasa se analizó incubando tiras del gel 
con diferentes concentraciones de agente quelante durante 12 h, en agitación 
constante y a 4 ºC. A continuación, la actividad se desarrolló a 50 ºC durante 
10 min. 
 
La recuperación de la actividad por cationes tras inhibir con el tratamiento por 
EDTA se llevó a cabo mediante el siguiente procedimiento. Las tiras de gel se 
incubaron durante 1 h con acetato 50 mM (pH 5,5) que contenía EDTA 1 mM, 
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 10 min con acetato 50 mM (pH 
5,5) para retirar el agente quelante y las tiras de gel se incubaron con tampón 
de ensayo que contenía los cationes, Ca2+, Mg2+ o Zn2+ a una concentración 
final de 5 mM durante 12 h. A continuación, se desarrolló la actividad a 50 ºC 
durante 10 min. Todas las incubaciones y lavados del ensayo se realizaron a 4 
ºC y en agitación constante. 
 
El efecto de los cationes y el pH en la actividad nucleasa de 37 kDa u otras 
nucleasas se realizó desarrollando la actividad nucleasa en gel en tampón 
acetato 50 mM (pH 5,5) y TES 50 mM (pH 7) en ausencia o presencia de 
cationes divalentes (Ca2+, Mg2+ o Zn2+) a una concentración final de 0,1 mM. 
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10.4. Efecto de la concanavalina-A 
Extracto crudo se incubó con la proteína concanavalina-A, en una relación de 
12 µg de concanavalina por 10 µg de extracto crudo, durante 1 h a temperatura 
ambiente y posteriormente, se determinó la actividad.  
 
10.5. Efecto del Pi y PPi 
Las tiras de gel se incubaron con acetato 50 mM (pH 5,5) suplementado con Pi 
y PPi (concentraciones entre 0 y 5 mM) en agitación constante y a 4 ºC, 
durante 1 h. A continuación se desarrolló la actividad nucleasa a 50 ºC durante 
10 min, en presencia de estos compuestos. 
 
11. Caracterización e identificación de la nucleasa de 37 kDa purificada  
Las principales características de la actividad nucleasa de la proteína resultante 
de la purificación, se analizaron mediante ensayo in vitro, siguiendo el 
procedimiento descrito en el apartado 5.1.2. Salvo que se especifique lo 
contrario, siempre se utilizó 10 µl de proteína pura y se desarrolló la actividad 
a 35 ºC durante 10 min.  
 
Para estudiar la cantidad óptima de ADNmc como sustrato para el ensayo, se 
determinó la actividad utilizando en la mezcla de reacción diferentes 
concentraciones de ADNmc (0, 0,5 1, 1,5 y 2 mg/ml). El pH óptimo se obtuvo 
incluyendo en la mezcla de reacción diferentes tampones (acetato, succinato, 
MES y TES 50 mM) ajustados a diferentes valores de pH comprendidos en un 
rango entre 4,5 y 8. La temperatura óptima del ensayo se analizó incubando la 
mezcla de reacción a diferentes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ºC y 
desarrollando posteriormente el ensayo de la actividad en condiciones estándar. 
El efecto de los cationes divalentes en el ensayo de la actividad in vitro se 
determinó adicionando a la mezcla de reacción Ca2+, Mg2+ y Zn2+ a una 
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concentración final de 12 mM, incubando previamente la preparación 
enzimática con EDTA 3,3 mM durante 90 min a temperatura ambiente.  
 
La proteína purificada se sometió a SDS-PAGE en ausencia de agentes 
reductores y calor. Tras la electroforesis, se tiñó con plata y la porción del gel 
de acrilamida que contenía la proteína se recortó y se analizó en la unidad de 
proteómica del Centro Nacional de Biotecnología (Madrid). En primer lugar, la 
muestra se sometió a una digestión por tripsina y la huella peptídica se analizó 
mediante programas informáticos para buscar homología con otras proteínas 
incluidas en sus bases de datos, no identificándose ninguna proteína. A 
continuación, la proteína se sometió a secuenciación de novo y los espectros 
obtenidos se analizaron empleando el programa Peaks 6.0 Bioinformatics 
solutions, y el motor de búsqueda MASCOT. 
 
12. Extracción y purificación de ácidos nucleicos 
Para el aislamiento de ácidos nucleicos se empleó material libre de 
ribonucleasas y estéril. Por tanto, todo el material empleado se esterilizó dos 
veces en el autoclave durante 20 min a 126 ºC. 
 
12.1. Aislamiento y purificación de ARN total 
12.1.1. Extracción con TRI Reagent  
El ARN total se extrajo a partir de muestras congeladas y pulverizadas con 
nitrógeno líquido, utilizando el reactivo comercial TRI Reagent (Sigma 
Aldrich). El proceso se basa en la disociación de proteínas y la eliminación de 
componentes no hidrosolubles mediante una separación en fases con distinta 
solubilidad. Se siguieron las indicaciones de la casa comercial. 
 
El proceso siempre se llevó a cabo en el interior de la cámara de extracción de 
gases. En primer lugar, se añadió 1 ml de reactivo por cada 100 mg de tejido 
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pulverizado y se mezcló inmediatamente por agitación. A continuación, se 
incubó durante 5 min a temperatura ambiente para disociar los complejos 
nucleoproteicos. Se añadieron 0,2 ml de cloroformo mezclando muy 
suavemente por inversión durante unos segundos y se centrifugó a 24000 g 
durante 15 min a 4 ºC, separándose la mezcla en dos fases. La fase inferior 
contiene lípidos, proteínas solubles y restos celulares, mientras que la fase 
superior de menor densidad contiene el ARN junto con polisacáridos y otras 
pequeñas moléculas hidrosolubles, quedando en la interfase las moléculas de 
ADN. Se recogió cuidadosamente la fase superior y se transfirió a un vial de 2 
ml añadiendo 0,5 ml de isopropanol y tras mezclar suavemente por inversión, 
se incubó durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación se centrifugó 
a 24000 g durante 15 min a 4 ºC, se retiró el sobrenadante y se añadió 1 ml de 
etanol al 75% sobre el precipitado que se centrifugó nuevamente a 24000 g 
durante 5 min y a 4 ºC para lavar el precipitado. Después, se eliminó el 
sobrenadante y tras dejar secar el precipitado, se resuspendió en 200 µl de agua 
miliQ estéril y se añadieron 133 µl de cloruro de litio 8 M, mezclando 
suavemente por inversión y dejando incubar 12 h a -20 ºC. Transcurrido este 
tiempo, se centrifugó 24000 g durante 15 min a 4 ºC, se eliminó el 
sobrenadante y se lavó de nuevo el precipitado con 1 ml de etanol frío al 75%, 
mezclando suavemente por inversión. Se centrifugó nuevamente a 24000 g 
durante 5 min a 4 ºC. Finalmente tras eliminar el sobrenadante, el precipitado 
se dejó secar y se resuspendió en un volumen de agua miliQ comprendido entre 
25 y 40 µl. Esta preparación de ARN se almacenó a -20 ºC hasta su uso. 
 
12.1.2. Extracción con fenol caliente  
Este procedimiento se usó en aquellas muestras en las que se obtuvo bajo 
rendimiento en la extracción de ARN con el método anterior. A 100 mg de 
tejido pulverizado se le añadió 0,25 ml de fenol a 80 ºC y 0,25 ml de tampón de 
extracción compuesto por: Tris 100 mM (pH 8), ClLi 0,1 M, EDTA 8 mM y 
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SDS al 1% y se homogenizó mediante el vórtex. Se añadieron posteriormente 
0,250 ml de cloroformo y tras mezclar, se centrifugó a 24000 g durante 10 min 
a 4 ºC. La fase acuosa del sobrenadante se recogió cuidadosamente y se le 
añadió 0,5 ml de etanol al 75% y 0,025 ml de NaAc 3 M. Se dejó incubar a -20 
ºC durante 30 min o 12 h. El proceso continuó tras centrifugarse a 24000 g 
durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante se eliminó, el precipitado se lavó con 1 
ml de etanol al 75% y se centrifugó de nuevo a 24000 g durante 10 min a 4 ºC. 
El precipitado se resuspendió en 200 µl de agua miliQ esterilizada y se 
añadieron 133 µl de cloruro de litio 8 M, mezclando suavemente por inversión 
y dejando incubar 12 h a 0 ºC. Transcurrido este tiempo, se centrifugó 24000 g 
durante 15 min a 4 ºC, se eliminó el sobrenadante y se añadió 1 ml de etanol 
frío al 75%, mezclando suavemente por inversión. Nuevamente se centrifugó a 
24000 g durante 5 min a 4 ºC. Finalmente, tras eliminar el sobrenadante, el 
precipitado se dejó secar y se resuspendió en un volumen de agua miliQ 
comprendido entre 25 y 40 µl. El ARN aislado se almacenó a -20 ºC hasta su 
uso. 
 
12.1.3. Cuantificación, pureza e integridad del ARN 
La cuantificación y el análisis de la pureza del ARN se realizó mediante un 
espectrofotómetro NanoValue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare) 
basándose en los valores de la absorbancia de las muestras a 260, 280 y 320 
nm. Valores del cociente A260/A280 por debajo de 2 indica la presencia 
contaminación de naturaleza proteica, mientras que valores del cociente 
A260/A320 menor a 2 indica la presencia de contaminación de naturaleza 
glucídica.  
 
La integridad y la pureza del ARN se analizó mediante una electroforesis en 
gel de agarosa al 1% utilizando como tampón de electroforesis MOPS (0,5x) y 
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 13.2. 
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12.2. Aislamiento de ADN plasmídico 
A partir de una colonia bacteriana que contenía la construcción de interés, se 
inocularon 3 ml de medio de cultivo líquido LB suplementado con los 
antibióticos adecuados. Tras 12-14 h en agitación a 37 ºC, se tomó 1,5 ml del 
cultivo y se centrifugó a 1100 g durante 5 min a temperatura ambiente. A 
continuación, se realizó el aislamiento del plásmido mediante lisis alcalina y 
precipitación por isopropanol de las células del precipitado o bien mediante kit 
comercial.  
 
12.2.1. Lisis alcalina y precipitación por isopropanol 
Las bacterias del precipitado se resuspendieron en 200 µl de la solución 
compuesta por: glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM (pH 8) y EDTA 10 mM. Tras 
incubar 5 min a temperatura ambiente, se añadieron 400 µl de una solución 
compuesta por: NaOH 0,2 N y SDS al 1% (p/v), preparada justamente antes de 
su uso. Tras mezclar por inversión, se incubó durante 5 min a temperatura 
ambiente provocando la lisis de las células. A continuación, se añadieron 200 
µl de la solución que contenía acetato potásico 3 M y ácido acético glacial 5 M, 
se mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 5 min. Posteriormente se 
centrifugó a 24000 g durante 15 min a temperatura ambiente y se recogió el 
sobrenadante. Un volumen de 540 µl de isopropanol se mezcló con el 
sobrenadante obtenido y tras mezclar por inversión suavemente, se incubó 
durante 10 min a temperatura ambiente, permitiendo la precipitación de los 
ácidos nucleicos cuando se centrifugó a 24000 g durante 15 min a 4 ºC. Tras 
eliminar el sobrenadante, sobre el precipitado se añadió 1 ml de etanol 75% y 
se mezcló suavemente por inversión. Tras centrifugar nuevamente a 24000 g 
durante 15 min a 4 ºC, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el 
precipitado. Finalmente se resuspendió el precipitado en 20 µl de agua miliQ 
estéril junto con 2 µl de ARNasa (5 U/ µl; R4875 de Sigma-Aldrich), y se 
almacenó a -20 ºC hasta su uso. 
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12.2.2. Kits comerciales 
A partir del precipitado de bacterias obtenido, se aisló el plásmido mediante el 
kit comercial FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN), 
siguiendo detenidamente las indicaciones del fabricante. 
 
12.3. Aislamiento y purificación de fragmentos de ADN  
Se utilizaron los Kits comerciales QIAquick Gel Extraction (Quiagen) y 
QIAquick PCR Purification (Qiagen). El uso de estos Kits permitió purificar el 
fragmento de ADN de interés directamente a partir de productos de PCR, 
eliminando los componentes de la reacción de PCR, o bien aislar fragmentos de 
ADN tras su separación por electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%, 
siguiendo el procedimiento que se describe en el apartado 13.1. 
 
13. Electroforesis de ácidos nucleicos 
13.1. Electroforesis de ADN 
La separación electroforética del ADN se llevó a cabo empleando geles de 
agarosa con un porcentaje entre 0,8 y 1,2%, en función de las moléculas de 
ADN a separar, disuelta en tampón TBE (0,5x) y suplementado con bromuro 
de etidio. La electroforesis se realizó aplicando un voltaje comprendido entre 
30 y 120 V y utilizando el tampón TBE (1x). Las preparaciones de ADN se 
mezclaron de forma rutinaria con un volumen adecuado de tampón de carga de 
ADN. Los productos de PCR en los que se utilizó la polimerasa Go taq Flexi 
(Promega) se cargaron directamente en el gel. Con la finalidad de estimar la 
cantidad y tamaño del ADN, siempre se cargó junto a la muestra un marcador 
de peso molecular. Como marcadores se utilizaron 500 ng de ADN procedente 
del fago γ digerido con las endonucleasas de restricción EcoRI y HindIII 
(Fermentas), o bien el marcador de masa molecular de 100 pb Ladder 
(Biotools). La visualización de las moléculas de ADN y digitalización del gel 
se realizó tras la exposición del gel a luz UV en un transiluminador. 
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• Soluciones tampón de la electroforesis de ADN: 
- Tampón TBE (10x): Tris-HCl 90 mM (pH 8), H3BO3 y EDTA 2 mM. 
 
- Tampón de carga de ADN (6x): Tris-HCl 10 mM (pH 7,6) EDTA 60 
mM, azul de bromofenol al 0,03% (p/v), xilen-cianol FF al 0,03% 
(p/v) y glicerol al 30% (p/v). 
 
 
13.2. Electroforesis de ARN 
El ARN aislado se mezcló con el tampón de carga en una relación 1/3 (v/v) y 
calentando previamente a la carga a 65 ºC durante 10 min. La electroforesis se 
realizó en gel de agarosa al 1% en tampón TBE y utilizando como tampón de 
electroforesis TBE (0,5x). La electroforesis se realizó entre 50 y 100 V. La 
imagen del ARN aislado se obtuvo visualizando el gel con un transiluminador 
de luz UV. Previamente  a la electroforesis, se lavó la cubeta y se utilizó 
tampón de electroforesis de uso único, para evitar contaminación por 
ribonucleasas. 
• Soluciones tampón de la electroforesis de ARN: 
 
- Tampón de carga de ARN (3x): MOPS (1,25x), formaldehido al 9,25% 
(v/v), formamida desionizada al 62,5% (v/v), azul de bromofenol al 
0,03% (p/v), xilen-cianol FF al 0,03% (p/v) y bromuro de etidio al 
0,0025% (p/v). 
 
- Tampón MOPS (10x): MOPS 400 mM, acetato sódico 60 mM y 
EDTA 0,5 mM disuelto en agua miliQ, que se ajustó a pH 7 con 
NaOH y se esterilizó en autoclave. 
 
14. Síntesis de ADNc 
La síntesis de ADNc se realizó mediante una reacción de retrotranscripción y 
utilizando como molde el ARN aislado de diferentes tejidos.  
 
14.1. Tratamiento con ADNasas 
En primer lugar se eliminó del ARN aislado cualquier traza de ADN genómico 
mediante un tratamiento con ADNasa. Para ello, se mezcló 2,5 µg de ARN con 
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1 µl de tampón ADNasa (10x), 1 µl (1 U) de ADNasa I (Promega) y agua 
miliQ estéril hasta u volumen final de 10 µl y se mantuvo a 37 ºC durante 30 
min. Transcurrido este tiempo, se añadió de EDTA 50 mM y se incubó a 65 ºC 
durante 10 min para inactivar la ADNasa. La ausencia de ADN genómico se 
comprobó mediante la detección de expresión del gen constitutivo de la actina 
(número de acceso KF569608.1). 
 
14.2. Expresión de actina 
Los oligonucleótidos utilizados para estudiar la expresión del gen de actina 
fueron los siguientes: 
- ACT.1: 5´CCAAGGCCAACAGAGAGAAG 3´ 
- ACT.2: 5´AACCGAAGAATTGCATGAGG 3´ 
 
La reacción de PCR estaba compuesta por: 4 µl de tampón GoTaq Flexi (5x), 
1,2 µl de MgCl2 25 mM, 0,5 µl dNTPs 10 mM, 1 µl de oligonucleótido ACT.1 
5 µM y 1 µl de oligonucleótido ACT.2 5 µM (Invitrogen), 0,1 µl (0,5 U) de 
enzima ADN polimerasa, GoTaq Flexi Polimerase (Promega), 1 µl de ARN 
tratado con ADNasa I y agua miliQ estéril hasta alcanzar un volumen final de 
20 µl. Las condiciones de esta PCR fueron las siguientes: una desnaturalización 
inicial a 95 ºC durante 2 min, seguida de 25 ciclos de 95 ºC durante 30 s, 58 ºC 
durante 30 s y 72 ºC durante 40 s y una extensión final a 72 ºC durante 10 min. 
El producto de esta PCR se analizó mediante electroforesis en un gel de 
agarosa al 1%, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 13.1. 
 
14.3. Reacción de retrotranscripción 
El ADNc se sintetizó a partir de 2,5 µg de ARN aislado libre de contaminación 
genómica tratando con 1 µl de Oligonucleótido dT12-18 25 µM e incubando a 65 
ºC durante 10 min. A continuación, se añadió 4 µl de tampón RT, 2 µl de 
dNTPs, 1 µl de enzima retrotranscriptasa Rever Avid (Fermentas) y 2 µl de de 
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agua miliQ, incubando a 65 ºC durante 10 min y posteriormente a 70 ºC 
durante 15 min. Para analizar la cantidad e integridad del ADNc sintetizado, se 
utilizó 1 µl como molde estudiando la expresión del gen de actina siguiendo el 
procedimiento descrito para la PCR del apartado 14.2. El ADN sintetizado se 
almacenó a -20 ºC, hasta su uso. 
 
15. Análisis de expresión de genes mediante RT-PCR semicuantitativa 
La expresión de los genes de la familia S1/P1 se analizó mediante RT-PCR. 
Esta técnica informa de la expresión de un determinado gen comparando su 
expresión con el del gen de la actina que se expresa constitutivamente. Se 
diseñaron oligonucleótidos específicos para las secuencias de los extremos de 
cada gen de modo que originen productos de amplificación de tamaños 
similares. Las características de los cebadores utilizados se muestran en la 
siguiente tabla (Tabla 1). 
Tabla 1. Secuencias de oligonucleótidos  
 
 
La mezcla de reacción de la PCR estaba compuesta por: 4 µl de tampón GoTaq 
Flexi (5x); 1,2 µl de MgCl2 25 mM; 0,5 µl dNTPs 10 mM; 1 µl de 
oligonucleótido ACT.1 5 µM y 1 µl de oligonucleótido ACT.2 5 µM; 0,2 µl 
(0,5 U) de enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega); 1 µl de ADNc y 
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agua miliQ estéril hasta 20 µl. Las condiciones de esta PCR fueron las 
siguientes: una desnaturalización inicial a 95 ºC durante 1 min, seguida de 25 o 
27 ciclos de amplificación, para estudiar la expresión de la actina o de las 
nucleasas respectivamente. Cada ciclo consistió en una desnaturalización a 95 
ºC durante 2 min, un alineamiento a 58 ºC durante 40 s y una extensión a 72 ºC 
durante 1 min y una extensión final a 72 ºC durante 10 min. El producto de esta 
PCR se analizó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, siguiendo 
el procedimiento descrito en el apartado 13.1. 
 
16. Clonación y expresión heteróloga de PVN2 
16.1. Amplificación del ADNc de PVN2 
La secuencia codificante de PVN2 se amplificó por PCR usando como molde el 
ADNc de las primeras hojas trifoliadas de judía en estado de senescencia 
avanzado. Para la amplificación se usó la polimerasa incluida en el kit 
Advantage 2 PCR (Clontech) y los oligonucleótidos pETPVN2.1 y 
pETPVN2.2 que contenían las secuencias de corte de las enzimas de restricción 
NcoI y XhoI (Biolab) respectivamente, de modo que introducían dichas 
secuencias a ambos extremos del fragmento amplificado.  
• Oligonucleótidos pETPVN2.1 y pETPVN2.2: 
 
- pETPVN2.1: 5´GAACCATGGGGAGTTATAGAATTGAGATA 3´ 
                                                                      ↓ 
 
 
- pETPVN2.2: 5´AAACTCGAGCTAAATAACCGCTGCATAC 3´ 
                                                           ↓ 
 
 
La mezcla de reacción de la PCR estaba compuesta por: 2 µl de tampón (10x), 
0,5 µl de dNTPs 10 mM, 1 µl de cada oligonucleótido 5 µM, 0,5 µl de 
polimerasa Advantage, 2 µl de ADNc y agua miliQ estéril hasta alcanzar un 
volumen final de 20 µl. Las condiciones de la reacción de PCR fueron: una 
desnaturalización inicial a 95 ºC durante 2 min, seguida de 35 ciclos 
Secuencia de corte de NcoI 
Secuencia de corte de XhoI 
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compuestos por 95 ºC durante 30 s, 58 ºC durante 30 s y 68 ºC durante 40 s y 
por último una extensión final a 68 ºC durante 10 min.  
 
16.2. Clonación de PVN2 en pSpark y transformación de E.coli 
El producto de PCR amplificado utilizando los cebadores pETPVN2.1 y 
pETPVN2.2, con un tamaño aproximado de 885 Kb, se purificó a partir de un 
gel de agarosa tras su electroforesis, siguiendo el procedimiento descrito en el 
apartado de Material y Métodos 12.3 y se insertó en el vector de clonación 
mediante una reacción de ligación. Las ligaciones se llevaron a cabo utilizando 
el kit de clonación SparkI® (Canvax Biotech). Este kit contiene el plásmido 
pSpark en forma abierta después de haber sido digerido enzimáticamente 
mediante la endonucleasa RcoRV y haber sido modificado químicamente 
mediante la adición de dos restos de timidina en la posición 3´de los dos 
extremos romos. Estos residuos permiten la ligación directa de los fragmentos 
de PCR en el plásmido gracias al residuo de deoxiadenosina que la polimerasa 
termoestable que añade a los extremos 3. La cantidad de inserto y vector 
necesaria en las ligaciones se calculó mediante la fórmula: 
 
                               3*tamaño del inserto (pb)-cantidad de vector (µg) 
µl de plásmido  
                                                       Tamaño del vector (pb) 
 
La ligación del inserto y el plásmido se llevó a cabo mediante la reacción 
compuesta por: 75 µl de plásmido pSpark, 0,75 µl del fragmento purificado, 
1,5 µl tampón de ligación (5x), 0,75 µl de ligasa T4, 75 µl de PEG (10x) y agua 
miliQ estéril hasta alcanzar un volumen final de 7 µl. La ligación se mantuvo 
12 h a 15 ºC. Con la construcción resultante de la ligación se transformaron 
células DH5α de E.coli. 
 
 
= 
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16.3. Selección de los transformantes positivos 
Las células transformadas se sembraron en placas que contenían LB sólido 
suplementado con: amplicilina 0,1 mg/ml, IPTG 0,3 mM y X-gal 0,02 mg/ml, y 
se incubaron a 37 ºC entre 12 y 14 h. Los transformantes positivos se 
seleccionaron por el color blanco que adquieren como resultado de la 
interrupción del gen de la β -galactosidasa a causa la inserción del fragmento 
del ADN exógeno. Este fragmento de ADN impide la síntesis correcta de la 
enzima que permite a la bacteria hidrolizar el X-gal y producir el compuesto 5-
bromo-4-cloro-3-indol por lo que las colonias no transformadas adquieren un 
color azul. Los transformantes positivos se comprobaron mediante 
amplificación por PCR y digestión con enzimas de restricción.  
 
16.3.1. Análisis mediante PCR 
La presencia del inserto se comprobó mediante reacción de PCR utilizando 
plásmido aislado de los transformantes positivos y los oligonucleótidos 
pETPVN2.1 y pETPVN2.2. El resto de componentes de la PCR fueron: 0,2 µl 
de polimerasa Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega), 4 µl de tampón (5x), 
1,2 µl de MgCl2 25 mM, 0,5 µl dNTPs 10 mM, y agua miliQ estéril hasta 20 µl. 
Las condiciones de esta PCR fueron las siguientes: una desnaturalización 
inicial a 95 ºC durante 2 min, seguida de 30 ciclos compuestos por 95 ºC 
durante 30 s, 58 ºC durante 40 s y 68 ºC durante 1 min y una extensión final a 
72 ºC durante 10 min. El producto de esta PCR se analizó mediante 
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%, siguiendo el procedimiento descrito 
en el apartado 13.1. 
 
16.3.2. Digestión con enzimas de restricción 
Las construciones se sometieron a una doble digestión con las enzimas de 
restricción NcoI y XhoI, cuyas secuencias de corte estaban contenidas en los 
oligonucleótidos usados para amplificar el inserto de la construcción. La 
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mezcla de reacción de la digestión estaba compuesta por: 0,1 µl de NcoI y 0,1 
µl XhoI, 4 µl tampón Tango TM (2x) (Fermentas), 4 µl de construcción y agua 
miliQ hasta alcanzar un volumen final de 10 µl. La digestión se llevó a cabo 
durante 1 h incubando la mezcla a 37 ºC. El producto de la digestión se 
resolvió mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% y tras purificarse se 
envió a secuenciar utilizando los oligonucleótidos T7 y SP6. 
 
16.4. Clonación del ADNc de PVN2 en el vector pET30b(+) 
El fragmento de ADN purificado en el apartado anterior se clonó en el vector 
de sobreexpresión pET30b(+) (Novagen) linearizado con las enzimas de 
restricción NcoI y XhoI. Este plásmido es de bajo número de copias y añade a 
uno o ambos extremos de la proteína recombinante una cola de histidinas. La 
reacción de ligación se llevó a cabo a 16 ºC durante un período de 12 h. La 
mezcla de reacción contenía: 2 µl de tampón de ligación (10x), 50 ng de vector 
pET30b(+) linearizado, 2 µl (unidades Weis) de ADN ligasa T7 (Biotools), y la 
cantidad adecuada del fragmento de ADN (que se calculó del mismo modo que 
se describió anteriormente para el vector pSpark), añadiendo agua miliQ estéril 
hasta alcanzar un volumen final de 20 µl. Con la construcción resultante se 
transformaron células de BL21 de E.coli que se cultivaron en medio LB sólido 
suplementado con 0,03 mg/ml de kanamicina y se incubaron a 37 ºC entre 12 h.  
 
16.5. Selección de transformantes positivos en BL21 (DE3) de E.coli 
La selección de transformantes positivos para las construcciones derivadas del 
vector pET30b(+) se realizó sembrando las células transformadas sobre placas 
que contenían LB-agar suplementado con 0,03 mg/ml de Kanamicina. Estas 
placas se incubaron a 37 ºC durante unas 14 h. Las colonias obtenidas se 
analizaron por PCR y aquellos clones en los que se obtuvo un producto de PCR 
del tamaño esperado se secuenciaron según se indica en el apartado 17 con el 
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objetivo de confirmar que la secuencia introducida era el gen esperado y que 
carecía de mutaciones. 
 
El fragmento de ADN clonado en el vector se amplificó por PCR utilizando el 
plásmido aislado de los transformantes positivos y los oligonucleótidos 
pETPVN2.1 y pETPVN2.2. Los componentes de la PCR fueron: 1µl de cada 
oligonucleótido (10 µM), 0,2 µl de polimerasa Go Taq Flexi DNA Polymerase 
(Promega), 4 µl de tampón (5x), 1,2 µl de MgCl2 25 mM, 0,5 µl dNTPs 10 
mM, y agua miliQ estéril hasta 20 µl. Las condiciones de esta PCR fueron las 
siguientes: una desnaturalización inicial a 95 ºC durante 2 min, seguida de 30 
ciclos compuestos por una desnaturalización de 95 ºC durante 30 s, 58 ºC 
durante 40 s y 68 ºC durante 1 min y una extensión final de a 72 ºC durante 10 
min. El producto de esta PCR se analizó mediante electroforesis en un gel de 
agarosa al 0,8%, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 13.1. 
 
16.6. Inducción de la expresión de la proteína recombinante  
Los transformantes positivos se cultivaron en 25 ml de medio líquido LB de 
inducción a 37 ºC y en agitación constante a 200 rpm, hasta alcanzar una 
densidad óptica de 0,5 a 595 nm, momento en el que se añadió IPTG a una 
concentración final de 1 mM. Para inducir la expresión de la proteína His-
PVN2, se ensayaron diferentes concentraciones de IPTG y varias temperaturas 
de incubación. No obstante, en todos los casos se obtuvieron niveles de 
inducción muy similares. De forma rutinaria la inducción se realizó a 35 ºC 
durante 2 horas, recogiendo finalmente las bacterias por centrifugación a 2000 
g a 4 ºC. A continuación se utilizaron para su lisis o se mantuvieron a -20 ºC 
hasta su uso. 
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17. Secuenciación de ácidos nucleicos 
La secuenciación se realizó en el Servicio Centralizado de Apoyo a la 
Investigación de la Universidad de Córdoba, utilizando el secuenciador 
automático ABI PRISMTM 373 (Applied Biosystem, Foster City, CA, EEUU). 
Para la secuenciación se utilizó entre 0,2 y 0,4 µg de ADN plasmídico y 3,2 
pmoles del oligonucleótido T7 y SP6. 
 
18. Transformación de células competentes 
Un volumen de 100 µl de suspensión de células competentes que se 
descongelaron en hielo instantes previos a la transformación, se añadió el 
producto de ligación, realizada según se ha descrito en el apartado 16.4. Tras 
mezclar muy suavemente por pipeteo se incubaron durante 10 min en hielo. A 
continuación, las células se sometieron a un choque térmico de 42 ºC durante 2 
min e inmediatamente se enfriaron manteniéndolas en hielo durante 5 min. El 
siguiente paso fue añadir 0,9 ml de medio SOC estéril y se incubó a 37 ºC 
durante 60 min sin agitación. Finalmente, el cultivo obtenido se centrifugó a 
1.500 g durante 1 min y el precipitado con las células se resuspendió en 100 µl 
medio SOC. Unos 50 µl se sembraron en una placa de medio LB sólido 
suplementado con los antibióticos adecuados, y se incubaron a 37 ºC durante 
12 o 14 h.  
 
• Composición del Medio SOC: una mezcla homogénea entre la Solución I y 
la Solución II, ajustando finalmente a pH 7. 
 
- Solución I: NaCl 8,6 mM, bacto-triptona 20 g/l, extracto de levadura 5 
g/l y KCl 2,5 mM esterilizada en el autoclave. 
 
- Solución II: glucosa 20 mM y MgCl2 10 mM esterilizada por filtración 
en poro de 0,2 µm.  
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19. Base de datos y programas de análisis y de predicción  
19.1. Base de datos  
Las bases de datos en las que se realizaron las búsquedas bibliográficas fueron: 
ISI Web of Knowledge (http://wokinfo.com) y NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las bases de datos en las que se buscaron 
secuencias de genes y proteínas fueron: Phytozome 
(http://www.phytozome.net), NCBI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) y 
Brenda (http://www.brenda-enzymes.org), EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk). 
 
19.2. Programas de análisis y de predicción 
El análisis de las secuencias, alineamientos y generación de cladogramas se 
llevó a cabo utilizando los diferentes programas del paquete informático 
Lasergene (DNASTAR). Para el diseño de los oligonucleótidos se usaron los 
programas Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) y Oligo6 (Molecular Biology 
Insight, Inc.). La identificación de posibles motivos funcionales en secuencias 
de aminoácidos se realizó mediante los programas TargetP Server v1.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP), SignalP 4.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), Conserved Domain Database and 
Search Service (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), NetN 
Glyc1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). 
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CAPÍTULO 1 
PURIFICACIÓN DE UNA NUCLEASA EN EJES DE PLÁNTULAS DE 
JUDÍA 
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1.1 Actividades nucleasa y ribonucleasa en ejes y cotiledones de judía 
durante la germinación y el desarrollo postgerminativo  
Las actividades que catalizan la degradación de ácidos nucleicos se analizaron 
en ejes y cotiledones de judía durante la germinación y el desarrollo 
postgerminativo temprano mediante ensayo en gel utilizando ADNmc y ARN 
como sustratos. Los datos de actividad se normalizaron por cantidad de peso 
fresco de material y por proteína soluble total. Con ADNmc como sustrato, a 
partir del 2 DDI y coincidiendo con la emergencia radicular, momento en el 
que el 50% de las semillas habían germinado, se detectó una única banda con 
actividad nucleasa en extractos de ejes que se correspondió con una proteína de 
37 kDa (Figura 2 A y B). En cotiledones no se detectó ninguna proteína con 
actividad nucleasa en las mismas condiciones de ensayo. No obstante, al 
aumentar el tiempo de ensayo se detectó una actividad nucleasa con una masa 
molecular de 37 kDa en el 5 DDI (Figura 3 C y D). 
 
Figura 2. Actividad nucleasa de ejes y cotiledones de judía. La actividad nucleasa 
se determinó en extractos crudos de ejes (A y B) y de cotiledones (C y D) de plántulas 
de judía a los días indicados tras el inicio de la imbibición utilizando 5 µl de extracto 
(ratio tampón: peso fresco de 4:1) (A y C) o 10 µg de proteína (B y D) por calle. La 
actividad se desarrolló con TRIS 50 mM (pH 6,5) durante 10 min para las muestras de 
ejes y 60 min para cotiledones. La masa molecular (kDa) de la proteína con actividad 
nucleasa se indica en el margen izquierdo.  
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Mediante el ensayo de la actividad ribonucleasa en los mismos extractos 
utilizando ARN como sustrato, se detectó actividad mayoritaria de 
varias proteínas con masas moleculares aproximadas de 22, 26 y 37 
kDa. Esta última podría corresponderse con la proteína con actividad 
nucleasa descrita anteriormente en el ensayo con ADNmc. Las 
actividades de estas proteínas incrementaron a partir del 2 DDI, 
coincidiendo con la emergencia de la radícula (Figura 3). En los 
extractos de cotiledones se detectaron mayoritariamente las 
ribonucleasas al 5 DDI.  
 
Figura 3. Actividad ribonucleasa en ejes y cotiledones de judía. La actividad 
ribonucleasa se determinó en los extractos, utilizando las mismas cantidades, tampón 
de ensayo y tiempo de incubación indicados en la Figura 2. La masa molecular (kDa) 
de la proteína con actividad nucleasa se indica en el margen izquierdo.  
 
Se determinó el nivel de ureidos en ejes y cotiledones de judía en estos 
mismos días del desarrollo (Figura 4). Un incremento en la 
concentración de ureidos se observó a partir del 3 DDI, coincidiendo 
con el aumento en la actividad nucleasa y actividades ribonucleasas 
(Figuras 2 y 3). 
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Figura 4. Concentración de ureidos en plántulas de judía. La concentración de ureidos 
determinada en los mismos extractos de ejes (A) y cotiledones (B) que se utilizados en la 
Figura 2 y 3. 
 
1.2. Actividad nucleasa en plántulas de varias leguminosas  
La actividad nucleasa con ADNmc como sustrato se determinó en extractos 
crudos obtenidos a partir de ejes y cotiledones de plántulas de 5 días de 
desarrollo de leguminosas ureídicas (judía, soja, soja verde, caupí) y amídicas 
(garbanzo, lenteja, guisante, haba, titos) (Figura 5 A y B). El número proteínas 
con actividad nucleasa, su tamaño y los valores de actividad obtenidos en las 
diferentes especies fue diverso, tanto en ejes como en cotiledones. En ejes de 
algunas especies analizadas se detectó una proteína con actividad nucleasa de 
masa molecular de 37 kDa y que podría tratarse de la misma detectada en judía, 
donde mostró además, el mayor nivel de actividad (Figura 5). Los valores de 
actividad nucleasa no siguieron una relación con respecto a la concentración de 
ureidos (Figura 5 C y D). 
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Figura 5. Actividad nucleasa y concentración de ureidos en plántulas de leguminosas. La 
actividad nucleasa se determinó en extractos crudos de ejes (A) y cotiledones (B) de las 
plántulas indicadas a los 5 DDI. La actividad se normalizó frente a 15 µg de proteína soluble 
total en cada carril y el tiempo de desarrollo de la actividad fue de 20 min en ejes y 60 min en 
cotiledones. La posición de algunos de los marcadores de tamaño (kDa) se indica la izquierda 
de la figura. Se analizó la concentración de ureidos en los mismos extractos de ejes (C) y 
cotiledones (D) que se utilizaron en la Figura 3.  
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1.3. Caracterización de la actividad nucleasa de 37 kDa de ejes de judía 
Las principales características enzimáticas de la actividad nucleasa de 37 kDa 
de judía se determinaron utilizando extractos crudos obtenidos a partir de ejes 
en desarrollo a los 3 días tras el inicio de la imbibición. A menos que se 
indique lo contrario, los ensayos se realizaron según se describe en el 
apartado10 de Material y Métodos, cargando 10 o 15 µg de proteína junto con 
el tampón de carga que contenía SDS en ausencia de agentes reductores. El 
extracto crudo con el tampón de carga se incubó a 65 °C durante 10 minutos, 
antes de cargar la muestra en el gel para favorecer la migración de las proteínas 
durante la electroforesis.  
 
1.3.1. Especifidad de sustrato  
La especificidad de sustrato se determinó utilizando como sustratos ADNmc, 
ADNbc y ARN a una concentración final de 1 mg/ml (Figura 6). En estas 
condiciones de ensayo la nucleasa de 37 kDa sólo utilizó como sustratos los 
ácidos nucleicos de cadena simple, ADNmc y ARN, mostrando mayor afinidad 
por ARN. No se detectó actividad con ADNbc como sustrato. 
 
	  
Figura 6. Especificidad de sustrato de la actividad nucleasa de ejes de judía. El 
ensayo de la actividad nucleasa se realizó con los sustratos indicados a una 
concentración final de 1 mg/ml con extractos obtenidos de ejes de 3 DDI. En cada 
carril se cargó 5 µl de extracto crudo (ratio tampón: peso fresco de 4:1) y el tiempo de 
desarrollo de la actividad fue de 15 min. La masa molecular (kDa) de la proteína con 
actividad nucleasa se indica en el margen izquierdo. 
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1.3.2. Temperatura y pH óptimo  
La temperatura óptima del ensayo de la actividad nucleasa fue de 50 °C (Figura 
7.A). A temperaturas superiores se produjeron alteraciones en la integridad del 
gel de acrilamida. En los ensayos de actividad realizados a distintos valores de 
pH (4,5 a 8,5) sólo se detectó la actividad nucleasa con masa molecular de 37 
kDa. La máxima actividad se obtuvo a valores de pH de 5,5 y 6,5, lo que indica 
que es una nucleasa ácida (Figura 7.B).  
 
Figura 7. Temperatura y pH óptimo de la actividad nucleasa de ejes de judía. La 
actividad nucleasa con ADNmc como sustrato se desarrolló a las temperaturas 
indicadas (A) y a los pH (B) indicados.  
 
1.3.4. Efecto del EDTA y de cationes divalentes 
La actividad nucleasa se determinó en presencia de diferentes cationes tanto a 
pH ácido como neutro (Figura 8). La inclusión de los cationes al sistema de 
ensayo no indujo la actividad de otras nucleasas y en todas las condiciones se 
detectó una única actividad con masa molecular de 37 kDa, mostrando un 
ligero incremento en presencia de Zn2+ (Figura 8.A).  
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Figura 8. Actividad nucleasa en presencia de cationes. La actividad nucleasa se 
desarrolló en acetato 50 mM (pH 5,5) (A) y TES 50 mM (pH 7) (B), en ausencia (-) y 
presencia de los cationes indicados a una concentración final de 0,1 mM.  
 
El tratamiento con el agente quelante EDTA produjo una inhibición total de la 
actividad a concentraciones superiores a 0,5 mM (Figura 9.A). Por tanto, esta 
enzima precisa de un cofactor para desarrollar su actividad. Únicamente la 
inclusión de Zn2+ consiguió revertir de forma específica la inhibición causada 
por el EDTA (Figura 9.B). Por este motivo, se estudió el efecto de la inclusión 
de distintas concentraciones de Zn2+  en el ensayo (Figura 9.C). La inclusión de 
Zn2+ a concentraciones hasta 1 mM no afectó a la actividad, mientras que se 
observó inhibición a concentraciones superiores (Figura 9.C).  
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Figura 9. Efecto de EDTA y de los cationes divalentes en la actividad nucleasa de 
judía. La actividad nucleasa se determinó a las concentraciones de EDTA indicadas 
(A). La actividad nucleasa se determinó en ausencia (-EDTA), o en presencia de 1mM 
de EDTA (+EDTA) y en ausencia (-) o en presencia de los cationes indicados (5 mM) 
(B). La actividad se determinó en presencia de Zn2+ a las concentraciones indicadas 
(C). 
 
1.3.5. Efecto de la concanavalina-A  
Con el objetivo de determinar si la nucleasa de 37 kDa es una glicoproteína se 
incubó el extracto con la proteína concanavalina-A previamente a la 
determinación de la actividad. Este tratamiento dio lugar a la pérdida total de la 
actividad indicando que la nucleasa de 37 kDa es una glicoproteína (Figura 10). 
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Figura 10. Efecto de la concanavalina-A en la nucleasa de judía. Extracto crudo se 
incubó en ausencia (-) o en presencia de concanavalina-A (+Conc-A) a temperatura 
ambiente durante 60 min y posteriormente se desarrolló la actividad nucleasa. 
 
1.3.6. Efecto del fosfato y pirofosfato  
La actividad nucleasa se inhibió por la inclusión en el tampón de ensayo de 
concentraciones superiores a 100 µM de Pi o de PPi (Figura 11).  
 
 
Figura 11 Efecto del Pi y PPi en la actividad nucleasa de judía. El ensayo de la actividad 
nucleasa se realizó en presencia de Pi (A) y PPi (B) a las concentraciones finales indicadas. 
 
1.4. Purificación de la nucleasa de ejes de judía 
La proteína de 37 kDa con actividad nucleasa, determinada en extractos crudos 
obtenidos a partir de ejes en desarrollo de judía, se purificó hasta 
homogeneidad electroforética utilizando como material ejes en desarrollo de 
judía de 5 días mediante el procedimiento que se resume en la Tabla 2.  
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Tabla 2. Purificación de la actividad nucleasa de ejes de Phaseolus vulgaris. El 
extracto crudo se obtuvo a partir de 25 gramos de peso fresco de ejes de plántulas judía 
de 5 DDI. 
 
  Actividad total (KU) 
Proteína 
total (mg) 
Actividad 
específica 
(KU/mg) 
Rendimiento  
(%) 
Factor de 
purificación 
Extracto crudo 210,7 233,3 0,9 100 1 
Sulfato amónico 70,9 7,7 9,2 34 10 
Tratamiento 
térmico 66,6 3 22,2 31 25 
DEAE 38,0 0,448 84,8 18 94 
Concanavalina-A 23,4 0,035 668,8 11 743 
 
Durante todo el proceso se obtuvo un único pico de actividad nucleasa en los 
diferentes pasos de purificación. El proceso de purificación completo alcanzó 
un factor de purificación final de 743 y un rendimiento del 11% (Tabla 2). El 
primer paso de purificación consistió en una precipitación fraccionada con 
sulfato amónico con el que se eliminó el 96% de la proteína total y se consiguió 
un factor de purificación de 10. La preparación enzimática resultante se dializó 
y, aprovechando su estabilidad térmica, se sometió a un tratamiento térmico en 
presencia de Zn2+. A continuación, se realizó una cromatografía de intercambio 
iónico en DEAE-Sephacel. La elución de la proteína con actividad nucleasa se 
llevó a cabo con una concentración superior a 400 mM de NaCl (Figura 12). El 
último paso de purificación consistió en una cromatografía de afinidad con 
concanavalina-A y la actividad nucleasa se eluyó a partir de una concentración 
aproximada de 350 mM de metil α-D-manopiranósido (Figura 13). 
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Figura 12. Cromatografía de intercambio iónico. La preparación procedente del 
tratamiento térmico se cargó en una columna de intercambio iónico DEAE-Sephacel. 
La cromatografía se desarrolló a un flujo de 1 ml/min y se recogieron fracciones de 1 
ml. Las proteínas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,5 M (línea 
discontinua). En cada fracción se analizó la actividad nucleasa in vitro (línea con 
círculos negros) y el contenido en proteínas (línea con triángulos). El 100% de la 
actividad se corresponde con 7,54 KU/ml. 
 
Figura 13. Cromatografía de afinidad en concanavalina-A. La preparación 
procedente de la cromatografía en DEAE-Sephacel se cargó en una columna de 
afinidad en concanavalina-A. La cromatografía se desarrolló a un flujo de 1 ml/min y 
se recogieron fracciones de 1 ml. Las proteínas se eluyeron con un gradiente lineal de 
metil α -D-manopiranósido de 0 a 0,5 M (línea discontinua). En cada fracción se 
analizó la actividad nucleasa in vitro (línea de círculos negros) y el contenido en 
proteínas (línea con triángulos). El 100% de la actividad se corresponde con 8.3 
KU/ml. 
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La proteína purificada mostró actividad nucleasa con una masa molecular de 37 
kDa (Figura 14.A). Cuando se sometió a SDS-PAGE, en ausencia de agentes 
reductores y calor y, se tiñó con plata se obtuvo una única proteína con la 
misma masa molecular (Figura 14.B). No obstante, cuando la proteína 
purificada se trató con agentes reductores y calor, antes de separar mediante 
SDS-PAGE, la masa molecular de la banda con actividad (Figura 14.C) así 
como la de la proteína teñida con plata (Figura 14.D) cambió a 47 kDa. 
 
Figura 14. Análisis mediante electroforesis de la nucleasa purificada. La proteína 
purificada se mezcló con tampón de carga que contenía SDS y en ausencia de DTT. 
Una parte alícuota de ésta se sometió a SDS-PAGE determinándose la actividad 
nucleasa (A) y otra parte se resolvió en un gel que se tiñó con plata (B). La proteína 
purificada se mezcló con tampón de carga que contenía SDS, DTT, se incubó durante 
5 min antes calor antes del someter a SDS-PAGE, posteriormente una parte alícuota de 
ésta se sometió a SDS-PAGE determinándose la actividad nucleasa (C) y otra parte se 
resolvió en un gel que se tiñó con plata (D). Las masas moleculares (kDa) de la 
proteína se muestran en la parte izquierda de la figura. 
 
1.5. Principales características de la nucleasa purificada  
Cuando la actividad nucleasa se determinó mediante el ensayo in vitro 
utilizando distintas concentraciones de ADNmc se obtuvo una cinética 
hiperbólica (Figura 15). La actividad máxima se obtuvo a una concentración en 
la mezcla de ensayo de 1,0 mg/ml (Figura 15.A). La actividad mostró un pH 
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óptimo de 5,5 (Figura 15.B) y una temperatura óptima de 70 °C (Figura 15.C). 
La actividad enzimática fue resistente a los tratamientos con calor y la enzima 
mantuvo su actividad tras 30 minutos de incubación a 65 °C. El tratamiento 
con EDTA de la enzima pura inhibió su actividad enzimática sugiriendo que 
los cationes son esenciales para la actividad (Figura 15.D). La adición de Ca2+, 
Mg2+ o Mn2+ no afectó a la actividad inhibida por EDTA, mientras que la 
inclusión de Zn2+ logró revertirla a un valor del 75% del inicial (Figura 15.D). 
 
Figura 15. Principales características de la nucleasa purificada. La actividad 
nucleasa in vitro se determinó a las concentraciones de ADNmc indicadas (A). El pH 
óptimo se determinó mediante el ensayo de la actividad en presencia de los tampones 
(50 mM) indicados y a los valores de pH indicados (B). La temperatura óptima se 
determinó mediante el ensayo de la actividad a las temperaturas indicadas (C). El 
efecto del EDTA y varios metales en actividad se determinó tras tratar la enzima pura 
con 3,3 mM de EDTA durante 90 min a temperatura ambiente e incubando y 
determinando la actividad posteriormente con los metales indicados a una 
concentración final de 0,1 mM (D). Para todas las determinaciones la desviación 
estándar fue menos del 10%. 
 
 
° 
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CAPÍTULO 2 
IDENTIFICACIÓN DE LA NUCLEASA PURIFICADA. 
ANÁLISIS DE LA FAMILIA S1/P1 EN JUDÍA 
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2.1. Identificación de la proteína purificada de 37 kDa de ejes mediante 
secuenciación de novo 
La proteína de 37 kDa purificada a partir de ejes de judía se sometió a 
electroforesis en ausencia de condiciones reductoras y sin tratamiento térmico 
previo a la carga en el gel. Tras separarse mediante SDS-PAGE se aisló del gel 
y se analizó mediante espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF. Los 
péptidos obtenidos, no permitieron identificar ninguna proteína en las bases de 
datos disponibles. Por tanto, algunos péptidos se sometieron a una segunda 
digestión y secuenciación de novo y se obtuvieron cuatro secuencias peptídicas 
(Figura 16). Estas secuencias permitieron la identificación de una nucleasa tipo 
S1 de Glycine max (XP_003516835.1) en la base de datos. Esta proteína está 
constituida por 295 aminoácidos y contiene 32 aminoácidos de los 60 
identificados en los cuatro péptidos obtenidos mediante secuenciación de novo, 
lo que supone una cobertura del 10,8% del gen que la codifica.  
 
Durante el desarrollo de este trabajo se hizo disponible el genoma completo de 
judía y mediante la búsqueda en la base de datos con los cuatro péptidos 
(www.Phytozome.org) se identificó el gen Phvul.003G030200. El transcrito 
que se predice para este gen contiene todos los aminoácidos identificados en 
los péptidos (Figura 17). Este gen está situado en el cromosoma 3 y se le 
asignó el nombre PVN1. Además, la base de datos predice la posible existencia 
de 3 transcritos distintos para dicho gen: Phvul.003G030200.1, 
Phvul.003G030200.2 y Phvul.003G030200.3, a los que se les denominó 
respectivamente: PVN1.1, PVN1.2 y PVN1.3. 
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Figura 16. Espectro de la identificación de las secuencias mediante secuenciación 
de novo. En los cuatro espectros obtenidos se muestra la intensidad de señal emitida 
para cada fragmento y las secuencias deducidas para cada péptido. 
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2.2. Análisis de los transcritos del gen PVN1 
El alineamiento de las proteínas deducidas para los tres posibles transcritos del 
gen PVN1 con los péptidos obtenidos mediante la secuenciación de novo de la 
proteína purificada sugirió que el transcrito PVN1.1 codificaría dicha proteína, 
al ser el único que contiene todos los aminoácidos de los péptidos (Figura 17). 
 
     PVN1.1  MGSYRIEIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVSKLLPRSAENELASQCSWPDDVR  71 
     PVN1.2  MGSYRIEIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVSKLLPRSAENELASQCSWPDDVR  71 
     PVN1.3  MGSYRIEIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVSKLLPRSAENELASQCSWPDDVR  71                                                                    AENELASQCSWPDDVR    
  
     PVN1.1  KVIPWSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVAAISNYTNQLLQYGTYTQSNYNLTEALLFLS 142 
     PVN1.2  KVIPWSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVAAISNYTNQLLQYGTYTQSNYNLTEALLFLS 142 
     PVN1.3  KVIPWSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVAAISNYTNQLLQYGTYTQSNYNLTEALLFLS 142 
    
    
     PVN1.1  HFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYNTTQKLHRVWDDNIIETEFERFDEDFDGLVDAIQKNITEHCSN 213 
     PVN1.2  HFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYNTTQKLHRVWDDNIIETEFERFDEDFDGLVDAIQKNITKV--- 210 
     PVN1.3  HFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYNTTQKLHRVWDDNIIETEFERFDEDFDGLVDAIQKNIT----- 208                                                 VWDDNIIETEFERFDEDFDGLVDAI             
    
     PVN1.1  NDISCPALYASESAEDSCKWAYKDATEGSVLDDEYFLSRYPIVNLRLAQGGVRLAATLNRIFNTKYAAVI  283 
     PVN1.2  -------------------WA-------NEVED                                       217 
     PVN1.3   -----------------IC--------------------------------------------------I  211                                    DATEGSVLDDEYFLSR                                    
 
Figura 17. Alineamiento de la secuencias aminoacídicas deducidas para PVN1.1, 
PVN1.2, PVN1.3 con las secuencias peptídicas obtenidas mediante secuenciación 
de novo. El alineamiento se realizó por el método Clustal W del programa MegAlign. 
Los aminoácidos de los transcritos que coinciden con las secuencias péptídicas se 
sombrean en negro. 
 
Según la información disponible en la base de datos (www.Phyotozome.org) 
los tres transcritos del gen PVN1 tienen tamaños distintos y codificarían tres 
proteínas de tamaños diferentes. En la Tabla 3 se indica el número de 
nucleótidos de las distintas secuencias, así como la masa molecular de la 
proteína correspondiente. 
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Tabla 3. Tamaño de los transcritos del gen PVN1 y de las posibles proteínas. En la 
tabla se indican el número de nucleótidos (n) que compone cada secuencia y masa 
molecular de la proteína (kDa) 
  Transcrito (n) Región codificante (n) Proteína (kDa) 
PVN1.1 852 852 29,9 
PVN1.2 995 654 24,3 
PVN1.3 927 636 23,5 
 
El gen PVN1 contiene 3667 nucleótidos en su secuencia y estaría compuesto de 
9 exones. En la Figura 18 se esquematiza el origen de los distintos transcritos 
del gen por posible splicing alternativo. El transcrito PVN1.1 presenta los 9 
exones (I al IX) y cuya traducción completa origina una secuencia peptídica de 
29,9 kDa. El transcrito PVN1.2 presenta los 6 primeros exones (I al VI) y parte 
del séptimo (VII) dando lugar a un péptido de 24,3 kDa. El transcrito PVN1.3 
presenta 6 exones (I al VI) y una pequeña parte del séptimo exón (VII) y daría 
lugar a un péptido de 23,5 kDa (Figura 18). 
 
	  
	  
Figura 18. Esquema de los exones que componen los posibles transcritos del gen 
PVN1. Los diferentes exones se enumeran en la parte superior con números romanos. 
Los exones transcritos se representan mediante rectángulos, mostrando en negro los 
que se traducen y en gris lo que no lo hacen. 
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A partir de las secuencias de los tres transcritos se diseñaron 4 oligonucleótidos 
que permitieran, por los tamaños de los fragmentos originados mediante 
amplificación por PCR, la discriminación de transcrito presente en una 
muestra. El tamaño de los productos de PCR esperados para cada pareja de 
cebadores y para cada transcrito, cuando se utiliza como ADNc ejes de 
plántulas de judía, se esquematiza en la Tabla 4. 
 
Tabla 4. Tamaño de los productos esperados por PCR (pb) con las diferentes 
combinaciones de cebadores y para cada transcrito. El guión indica que la pareja 
de cebadores no amplifica ese transcrito.  
 
Cebadores PVN.1 PVN1.2 PVN1.3 
PVN1.D-PVN1.R 549 579 511 
PVN1.D-PVN1.2-3.R - 606 538 
PVN1.D-PVN1.2.R - 350 - 
 
Se llevaron a cabo PCRs utilizando un oligonucleótido directo (PVN1.D) y tres 
reversos (PVN1.R, PVN1.2.R y PVN1.2-3.R) y utilizando como molde ADN 
copia obtenido a partir de ARN de ejes de judía (Figura 19). Cuando se 
utilizaron los oligonucleótidos PVN1.D y PVN1.R, diseñados a partir de los 
extremos de las secuencias de los tres transcritos, se obtuvo un producto de 
PCR de aproximadamente 579 pb. Cuando se realizó una segunda PCR 
utilizando los oligonucleótidos PVN1.D y PVN1.2-3.R, se obtuvo un 
fragmento de aproximadamente 606 pb. Por último, cuando se realizó una PCR 
con PVN1.D y PVN1.2.R, se obtuvo un fragmento de aproximadamente de 350 
pb. Los resultados de estas PCRs indicaron que el transcrito que se está 
expresando en ejes en desarrollo es PVN1.2. Sin embargo, esto estaba en 
contradicción con el hecho de que el péptido codificado por dicho transcrito no 
contiene los péptidos obtenidos por secuenciación de novo a partir de la 
proteína purificada de ejes en desarrollo.	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Figura 19. Escrutinio mediante PCR del transcrito PVN1 en ejes de judía. 
Productos de PCR originados utilizando como molde ADN copia de ejes de 4 DDI y 
utilizando las parejas de oligonucleótidos indicadas en la figura. El tamaño (pb) de 
cada producto se indica sobre cada banda. El programa de PCR fue de 30 ciclos.  
 
2.3. Análisis de la secuencia del gen PVN1 
Para confirmar que PVN1.2 es el transcrito a partir del cual se sintetiza la 
proteína purificada en ejes de judía, se clonó el fragmento de 579 pb 
amplificado por PCR con los oligonucleótidos PVN1.D y PVN1.R. El 
alineamiento de la secuencia obtenida a partir de dicho producto y los 
diferentes transcritos confirmó que PVN1.2 codificaría la nucleasa de ejes 
(Figura 20). No obstante, se encontraron algunas diferencias en varios 
nucleótidos que no implican cambios en la proteína final, a excepción del 
situado en la posición 653 de PVN1.2. En esta posición se introduce un codón 
de fin de lectura presente en la secuencia de PVN1.2 y que originaría una 
proteína truncada (Figura 20). La sustitución de éste nucleótido mediante el 
programa SeqBuilder originó una nueva proteína (PVN1.2*) que contenía 
todos los péptidos obtenidos mediante la secuenciación de novo de la proteína 
purificada, que tendría los 9 exones indicados en la Figura 18 y que daría lugar 
a una proteína con una masa molecular de 32 kDa.  
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     PNV1.1  ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA  617 
     PVN1.2  ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA  630 
     PVN1.3  ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA  630 
     CLONADA ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA  627 
 
     PNV1.1  TATTACG------------------------------GAGCACTGCAGTAATAATGACATATCATGCCCA  657 
     PVN1.2  TATTACGAAAGTATGGGCTAATGAAGTAGAAGATTAGGAGCACTGCAGTAATAATGACATATCATGCCCA  700 
     PVN1.3  TATTACGA--------------------------------------------------------------  638 
     CLONADA TATTACGAAAGTATGGGCTAATGAAGTAGAAGATTGGGAGCACTGCAGTAATAATGACATATCATGCCCA  697 
 
     PNV1.1  GCTTTATATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG  727 
     PVN1.2  GCTTTATATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG  770 
     PVN1.3  ------TATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG  702 
     CLONADA GCTTTATATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG  767 
 
     PNV1.1  TATTAGATGATGAATACTTCTTATCTCGTTATCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG  797 
     PVN1.2  TATTAGATGATGAATACTTCTTATCTCGTTATCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG  840 
     PVN1.3  TATTAGATGATGAATACTTCTTATCTCGTTATCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG  772 
     CLONADA TACTAGATGATGAATATTTCTTCTCTCGTTTTCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG  837 
 
     PNV1.1  ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTTAG                 852 
     PVN1.2  ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTTAGTGTGATTGGATCATG  910 
     PVN1.3  ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTTAGTGTGATTGGATCATG  842 
     CLONADA ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTTAGCTCGA----------  897 
 
Figura 20. Alineamiento de un fragmento de los transcritos de PNV1.1, PNV1.2 y 
PNV1.3 y la secuencia clonada a partir de ejes de judía (CLONADA). El 
alineamiento se realizó por el método Clustal W del programa MegAlign. Los 
nucleótidos sombreados en negro indican el codón de fin de lectura de cada transcrito 
y en gris el cambio que elimina el codón de fin de lectura. 
 
El gen PVN1 pertenece a la familia S1/P1 de las nucleasas por contener un 
dominio PF02265 (www.Phytozome.org). Los miembros de esta familia 
codifican proteínas con actividad endonucleasa (dominio GO: 004519), 
actividad hidrolasa sobre enlaces éster (GO: 0016788) y poseen capacidad para 
degradar ácidos nucleicos (dominio GO: 0006308). Además, presentan sitios 
de reconocimiento y unión a ácidos nucleicos (dominio GO: 0003676). El 
análisis de PVN1, mediante el programa Conserved Domain Database and 
Search Service de la base de datos NCBI, permitió identificar dominios 
altamente conservados característicos de la familia S1/P1 nucleasas y de la 
superfamilia de las ZnPC-S1/P1. Por otro lado, el análisis de la secuencia 
aminoacídica deducida para el transcrito PVN1.2 secuenciado mediante el 
programa SeqBuilder predijo una proteína de masa molecular de 32 kDa y un 
punto isoeléctrico de 4,9. El programa Signal P 4.0 con los algoritmos de la 
herramienta TargetP 1.1 predijo la presencia de un péptido señal de secreción a 
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retículo endoplásmico, con un probable sitio de rotura entre los aminoácidos de 
23 y 24 en la región N-terminal.  
 
El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de PNV1 frente a las de otros 
miembros de la familia S1/P1 reveló una gran identidad entre dichas secuencias 
(Figura 21). Todas las secuencias tienen conservados los nueve aminoácidos 
caracterizados en P1 e involucrados en la unión del ión Zn2+. La secuencia de 
aminoácidos de PVN1 también contiene los cuatro residuos cisteína que 
participan en la formación de los dos puentes disulfuro responsables de la 
estructura terciaria en P1 y S1 (Figura 21). Los aminoácidos que sufren 
glicosilación, así como aquellos que constituyen sitios activos en las nucleasas 
S1/P1, también se encuentran altamente conservados en PVN1 (Figura 21). De 
las dos secuencias de unión descritas en P1, las secuencias de plantas sólo 
tienen el primero aunque con ciertas diferencias, mientras que el segundo no se 
encuentra en ninguna de las secuencias (Figura 21). 
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 PVN1.2*     ----MGSYRIEIVVIXSLMVVVP-NAKGWGKDGHAIVCKIAQGRLSTAAAEAVSKLLPRSA       56 
 ZEN1        -MALIRLSI--ISCLGFFMINNYNAVQAWSKEGHVMTCQIAQELLSPDAAHAVQMLLPDYV       58 
 BFN1        MASAFRSSTRLILVLGILILCSVSSVRSWSKEGHILTCRIAQNLLEAGPAHVVENLLPDYV       61 
 CEL1        ---MTRLYS--VFFLLLALVVEP-GVRAWSKEGHVMTCQIAQDLLEPEAAHAVKMLLPDYA       55 
 ENDO2       MANQKGLHVVMMIITVWLLYAAP-NIHGWGKEGHEIICKIAQTRLDETAAKAVKELLPESA       60 
 P1          ----------------------------WGALGHATVAYVAQHYVSPEAASWAQGILGSSS       33 
 S1          ----------------------------WGNLGHETVAYIAQSFVASSTESFCQNILGDDS       33 
 
 
 PVN1.2*     ENELASQCSWPDDVR--KVIPWSSALHFADTADS---VCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVA      112 
 ZEN1        KGNLSALCVWPDQIRHWYRYRWTSPLHFIDTPDD---ACSFDYTRDCHDS-NGMVDMCVAG      115 
 BFN1        KGDLSALCVWPDQIRHWYKYRWTSHLHYIDTPDQ---ACSYEYSRDCHDQ-HGLKDMCVDG      118 
 CEL1.       NGNLSSLCVWPDQIRHWYKYRWTSSLHFIDTPDQ---ACSFDYQRDCHDP-HGGKDMCVAG      112 
 ENDO2       EGDLSSLCLWADRVK--FRYHWSSPLHYINTPD----ACSYQYNRDCKDE-SGEKGRCVAG      114 
 P1          SSYLASIASWADEYRLTSAGKWSASLHFIDAEDNPPTNCNVDYERDCGSS------GCSIS       88 
 S1          TSYLANVATWADTYKYTDAGEFSKPYHFIDAQDNPPQSCGVDYDRDCGSA------GCSIS       88 
 
 
 PVN1.2*     AISNYTNQLLQYGTYT--QSNYNLTEALLFLSHFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYN      171 
 ZEN1        AIKNFTSQLSHYQHGTS-DRRYNMTEALLFVSHFMGDIHQPMHVGFTTDEGGNTIDLRWFR      175 
 BFN1        AIQNFTSQLQHYGEGTS-DRRYNMTEALLFLSHFMGDIHQPMHVGFTSDEGGNTIDLRWYK      178 
 CEL1        AIQNFTSQLGHFRHGTS-DRRYNMTEALLFLSHFMGDIHQPMHVGFTSDMGGNSIDLRWFR       72 
 ENDO2       AIYNYTTQLLSYKTAASSQSQYNLTEALLFVSHFMGDIHQPLHVSYASDKGGNTIEVHWYT      175 
 P1          AIANYTQRVSDSSLSSE----N-HAEALRFLVHFIGDMTQPLHD-EAYAVGGNKINVTFDG      143 
 S1          AIQNYTNILLESPNGSE------ALNALKFVVHIIGDTHQPLHD-ENLEAGGNGIDVTYDG      142 
 
 
 PVN1.2*     TTKKLHRVWDDNIIET-EFERFDEDFDGLVDAIQKNITK-VWANEVEDWEHCSNND--ISC      228 
 ZEN1        HKSNLHHVWDREIILTAASELYDKDMESLQKAIQANFTHGLWSDDVNSWKDCDDI---SNC      233 
 BFN1        HKSNLHHVWDREIILTALKENYDKNLDLLQEDLEKNITNGLWHDDLSSWTECNDL---IAC      236 
 CEL1        HKSNLHHVWDREIILTAAADYHGKDMHSLLQDIQRNFTEGSWLQDVESWKECDDI---STC      230 
 ENDO2       RKANLHHIWDSNIIETAEADLYNSALEGMVDALKKNITT-EWADQVKRWETCTKK---TAC      232 
 P1          YHDNLHSDWDTYMPQKLIGGHALSDAESWAKTLVQNIESGNYTAQAIGWIKGDNISEPITT      204 
 S1          ETTNLHHIWDTNMPEEAAGGYSLSVAKTYADLLTERIKTGTYSSKKDSWTDGIDIKDPVST      203 
 
 
 PVN1.2*     PALYASESAEDSCKWAYKD---ATEGSVLDDEYFFSRFPIVNLRLAQGGVRLAATLNRIFN      286 
 ZEN1        VNKYAKESIALACKWGYEG---VEAGETLSDDYFDSRMPIVMKRIAQGGVRLSMILNRVFG      291 
 BFN1        PHKYASESIKLACKWGYKG---VKSGETLSEEYFNTRLPIVMKRIVQGGVRLAMILNRVFS      294 
 CEL1        ANKYAKESIKLACNWGYKD---VESGETLSDKYFNTRMPIVMKRIAQGGIRLSMILNRVLG      288 
 ENDO2       PDIYASEGIQAACDWAYKG---VTEGDTLEDEYFYSRLPIVYQRLAQGGVRLAATLNRIFG      290 
 P1          ATRWASDANALVCTVVMPHGAAALQTGDLYPTYYDSVIDTIELQIAKGGYRLANWINEIHG      265 
 S1          SMIWAADANTYVCSTVLDDGLAYINSTDLSGEYYDKSQPVFEELIAKAGYRLAAWLDLIAS      264 
 
 
 PVN1.2*    --TKYAAVI.                                                          294 
 ZEN1        SSSSLEDALVPT                                                       303 
 BFN1        DDHAIAGVAAT                                                        305 
 CEL1       --SSADHSLA                                                          296 
 ENDO2                                                                          290 
 P1          SEIAK                                                              270 
 S1          QPS                                                                267 
 
 
Figura 21. Alineamiento de la secuencia de PNV1.2* frente a otras secuencias de 
nucleasas S1/P1. El alineamiento se realizó por el método Clustal W del programa 
MegAlign con las secuencias aminioacídicas de PNV1.2* de Phaseolus vulgaris, de 
Arabidopsis thaliana (BFN1 y ENDO2), Zinnia elegans (ZEN1 (BAA28948)), Apium 
graveolens (CEL1 (AF237958.1)), Penicillium citrinum (P1 (P24289)) y Aspergillus 
oryzae (S1 (P24021)). En la figura se indican: los aminoácidos conservados en todas 
las secuencias (sombrado negro), los conservados al menos en 4 de las secuencias 
(sombreado gris), los residuos que componen los sitios de unión de los ligandos Zn1, 
Zn2 y Zn3 en P1 (cuadros negros), los residuos involucrados en la formación de 
puentes disulfuro en la nucleasa P1 (círculos negros), los péptidos señal (marco rojo), 
los residuos implicados en sitios de glicosilación en P1 (diamantes) los aminoácidos 
involucrados en los sitios de unión a ácidos nucleicos 1 (marco verde) y 2 (marco azul) 
descritos en P1. 
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2.4. Identificación y análisis de la familia S1/P1 nucleasas en judía 
Además de PVN1, en la base de datos Phytozome se identificaron otros cuatro 
genes pertenecientes a la familia S1/P1 nucleasas en judía: Phvul.003G030500, 
Phvul.002G223100, Phvul.006G190700 y Phvul.007G028400 localizados en 
los cromosomas 2, 3, 6 y 7 respectivamente. A estos genes se les denominó: 
PVN2, PVN3, PVN4 y PVN5, respectivamente. Todos ellos contienen en la 
secuencia de aminoácidos deducida el dominio PF02265 característico de la 
familia S1/P1 de nucleasas. Al gen Phvul.003G030500 se le asignó la 
nomenclatura PVN2 por estar en el mismo cromosoma que PVN1, además de 
mostrar con éste la menor distancia filogenética (Figura 22) y tener una 
identidad a nivel proteico del 68.6% (Tabla 5). Por otro lado, PVN1 mostró 
mayor divergencia con PVN4 (Tabla 6) y como se puede observar en el 
cladograma son las nucleasas más alejadas filogenéticamente (Figura 22).  
 
  
 
 
Figura 22. Distancias filogenéticas entre las proteínas deducidas para las 
nucleasas de la familia S1/P1 en judía. El cladograma ha sido construido con las 
secuencias aminoacídicas de las nucleasas: PVN1.1, PVN1.2*, PVN1.3, PVN2, 
PVN3, PVN4 y PVN5. 
 
 
 
 
 
SUSTITUCIÓN DE NUCLEÓTIDOS 
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Tabla 5. Grado de identidad y divergencia a nivel proteico entre las nucleasas de 
la familia S1/P1 de judía. La tabla ha sido construida con las secuencias 
aminoacídicas de la figura 22. 
 
  PVN1.2* PVN1.1 PVN1.3 PVN2 PVN3 PVN4 PVN5   
PVN1.2* *** 97.5 96.2 68.6 54.1 44.7 61.8 PVN1.2* 
PVN1.1 2.5 *** 98.6 69.6 54.8 45 63.4 PVN1.1 
PVN1.3 3.9 1.4 *** 66.4 51.7 45.9 61.1 PVN1.3 
PVN2 40.6 38.9 44.5 *** 54 45 66.8 PVN2 
PVN3 69.5 67.9 75.5 69.9 *** 49.8 57.6 PVN3 
PVN4 95.3 94.3 91.4 94.2 80.3 *** 46.3 PVN4 
PVN5 52.9 49.9 54.4 43.7 61.6 90.3 *** PVN5 
 
El análisis mediante SeqBuilder de secuencias aminoacídicas de los miembros 
de la familia S1/P1 reveló que tenían masas moleculares muy similares, aunque 
los valores de su punto isoeléctrico eran diferentes. 
Tabla 6. Características predichas para las nucleasas de la familia S1/P1 de judía 
  AMINOÁCIDOS kDa PI 
PVN1 293 32 4.9 
PVN2 294 32 6.02 
PVN3 300 35 7.02 
PVN4 308 35 5.28 
PVN5 284 32 7.03 
 
El alineamiento de la secuencias de aminoácidos de la familia S1/P1 nucleasas 
de judía reveló que los nueve aminoácidos involucrados en la unión de los 
ligandos Zn, así como los cuatro residuos cisteína que participan en la 
formación de los dos puentes disulfuro, están altamente conservados en todas 
las secuencias (Figura 23). Los aminoácidos susceptibles de estar glicosilados, 
así como aquellos que constituyen sitios activos en las nucleasas S1/P1, 
también se encuentran altamente conservados en dichas secuencias. 
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    PVN1.1    ---MGSYR-I--------EIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVS         49 
    PVN1.2*   ---MGSYR-I--------EIVVIXSLMVVVPNAKGWGKDGHAIVCKIAQGRLSTAAAEAVS         49 
    PVN1.3    ---MGSYR-I--------EIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVS         49 
    PVN2      ---MGCYRVV--------QLVAIVSLVVLLPKTHAWGEEGHAIVCKIAQARLSTAAAAAVK         50 
    PVN3      ---MGDER----------VRVLFLLLLMPLPTVLGWGKEGHYVTCKIAQGYLSEDALFAVK         51 
    PVN4      ---MGRLRGLWVSLVPFGFLLFFSSPFIRVPTALAWSKEGHVITCQIAQALLEPEASEAVS         58 
    PVN5      ---MKCCK-I--------QLLVILSFMVLLPYTKGWGEDGHAIVCRIAQSRLSDSAALAVK         49 
 
 
    PVN1.1    KLLPRSAENELASQCSWPDDVRKVIP--WSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNR        108 
    PVN1.2*   KLLPRSAENELASQCSWPDDVRKVIP--WSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNR        108 
    PVN1.3    KLLPRSAENELASQCSWPDDVRKVIP--WSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNR        108 
    PVN2      KLLPKSANNDLASKCSWADSLRVVFP--WSSALHFANTPDNACNYKNTRDCVDQKSGIKGR        109 
    PVN3      QLLPDSAEGDLAAVCSWADEVRFNYHYRWSSALHYVDTPDFKCNYEYCRDCHDS-SKHKHR        111 
    PVN4      RLLPEYVKGNLSALCVWPDQIRNWYKYRWTSPLHFIDTPDNACSFQYSRDCHDS-HGVEDM        118 
    PVN5      KLLPKYAQNDLGSVCSWADRVRFYLH--WSAALHFADTPDNLCNYQYDRDCKDQ-NGEKGR        107 
 
 
    PVN1.1    CVVAAISNYTNQL--LQYGTYTQSNYNLTEALLFLSHFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINV        167 
    PVN1.2*   CVVAAISNYTNQL--LQYGTYTQSNYNLTEALLFLSHFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINV        167 
    PVN1.3    CVVAAISNYTNQL--LQYGTYTQSNYNLTEALLFLSHFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINV        167 
    PVN2      CVVSAISNYTNQL--LEYGSETKSKYNLTQSLLFISHFMGDVHQPLHCGYASDRGGNDINV        168 
    PVN3      CVTGGIYNYTMQLKTAEAGPSSELNYNLTEALLFLSHFVGDVHQPLHVGFLGDLGGNSITV        172 
    PVN4      CVAGAVKNFTSQLMHYREGTSDG-RYNMTEALLFLSHFMGDIHQPMHVGFTTDEGGNTIEL        178 
    PVN5      CVVGAIRNYTDQL--LDYGKDTQ--YNLTQALLFLSHFMGDVHQPLHVGFTSDKGANLINV        164 
 
     
    PVN1.1    LWYNTTQKLHRVWDDNIIETEFERFD-EDFDGLVDAIQKNIT-----------EHCSNNDI        216 
    PVN1.2*   LWYNTTKKLHRVWDDNIIETEFERFD-EDFDGLVDAIQKNITK-VWANEVEDWEHCSNNDI        226 
    PVN1.3    LWYNTTQKLHRVWDDNIIETEFERFD-EDFDGLVDAIQKNIT-----------ICI             211 
    PVN2      HWYRRKHNLHHVWDVSIIETEVERFY-DDIDDLVNAIQKNITR-AWADEVEEWENCRNDAI        227 
    PVN3      RWYRRKTNLHHVWDTMIIQSALKTFYDSNLSIMIQAIQRNITD-NWSNDVSIWEHCAHNST        232 
    PVN4      RWFRHKSNLHHVWDREIILTALADYYEKDASLLLQDIERNYTDGIWADDISSWKNCN-DIS        238 
    PVN5      HWFTRKQNLHHIWDVNIIETAEERFYNSDINSFTNAIQENITK-TWSAQVRGWETCNSKET        224 
 
           
    PVN1.1    SCPALYASESAEDSCKWAYKDATEGSVLDDEYFLSRYPIVNLRLAQGGVRLAATLNRIFNT        277 
    PVN1.2*   SCPALYASESAEDSCKWAYKDATEGSVLDDEYFFSRFPIVNLRLAQGGVRLAATLNRIFNT        287 
    PVN1.3                                                                         211 
    PVN2      SCPAIYASESAEDVCAWAYEGASEGSVLDDEYFLSRYPIVNLRLAQGGVRLAATLNRIFDS        288 
    PVN3      ACPDRYASESISLACKFAYKNATPGSTLEDGYFLSRLPIVEKRLAQGGVRLAAILNHIFAS        293 
    PVN4      ECVNNWAKESIEIACKWGYEGVKPGTTLADDYFDSRMPFVMKRIAQGGIRLAMILNKVFAD        299 
    PVN5      TCPDIYASEGIQAACKWAYKGAPEGSVLEDDYFLSRLPVVSLRLAQGGVRLAATLNRIFG         284 
 
           
    PVN1.1    KYAAVI                                                               283 
    PVN1.2*   KYAAVI.                                                              294 
    PVN1.3                                                                         211 
    PVN2      QSSMSM                                                               294 
    PVN3      KTRIAQA                                                              300 
    PVN4      SEEGFETAT                                                            308 
    PVN5                                                                           284 
        
    
 
Figura 23. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las nucleasas de la 
familia S1/P1 de judía. El alineamiento se realizó por el método Clustal W del 
programa MegAlign con las secuencias aminoacídicas de PVN1.1, PVN1.2*, PVN1.3, 
PVN2, PVN3, PVN4 y PVN5. En la figura se indican: los aminoácidos conservados en 
todas las secuencias (sombrado negro), los conservados al menos en 4 de las 
secuencias (sombreado gris), los residuos que componen los sitios de unión de los 
ligandos Zn1, Zn2 y Zn3 en P1 (cuadros negros), los residuos involucrados en la 
formación de puentes disulfuro en la nucleasa P1 (círculos negros) y los péptidos señal 
(marco roja). 
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La tendencia evolutiva de las nucleasas se estudió mediante el análisis del árbol 
filogenético construido a partir de las secuencias aminoacídicas de las 
nucleasas P1, S1 y los componentes de la familia S1/P1 que se identificaron 
tras realizar un BLAST en las bases de datos Phytozome, Plaza y NCBI. La 
búsqueda se realizó con la secuencia de PVN1 en hongos y en algunas plantas 
vasculares como judía, Medicago y arroz (Figura 24). Los diferentes genes que 
codifican las nucleasas en plantas surgieron a partir de un ancestro común que 
poseía una única copia del gen S1 y que fue diferente al que originó las 
nucleasas en musgos, ya que como puede observarse en la Figura 24, los dos 
genes que componen la familia S1/P1 en Physcomitrella se encuentran 
separados del gran grupo constituido por las nucleasas de plantas. En 
Arabidopsis, al igual que en judía, la familia S1/P1 está compuesta por 5 
miembros, mientras que en Medicago y arroz cuentan con 6 y 4 miembros, 
respectivamente. Las secuencias que codifican las nucleasas de la familia 
S1/P1 constituyen tres grandes clados tanto en plantas monocotiledóneas como 
en dicotiledóneas encontrándose en cada uno de ellos representados al menos 
por un miembro. 
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Figura 24. Distancias filogenéticas de las proteínas deducidas de diferentes 
nucleasas de la familia S1/P1. El cladograma ha sido construido con las secuencias 
aminoacídicas de las nucleasas de P.citrinum: P1; de A. oryzae : S1; de P. vulgaris: 
PVN1.2*, PVN2, PVN3, PVN4 y PVN5; de Medicago truncatula: MT1 
(MT1G110510), MT2 (MT2G012440), MT3 (MT4G09610), MT4 (MT5G056140), 
MT5 (MT5G056160), MT6 (MT5G056560); de Arabidopsis thaliana: BFN1 
(ENDO1: AT1G11190), ENDO2 (AT1G68290), ENDO3 (AT4G21590), ENDO4 
(AT4G21585), ENDO5 (AT4G21600); de Oryza sativa: OS1 (OS01G3730), OS2 
(OS01G3740), OS3 (OS04G54390), OS4 (OS04G55850) y de Physcomitrella patens: 
PP1 (Phpat.010G052800), PP2 (Phpat.015G004800). Los tres recuadros representan 
los clados más importantes en los que se distribuyen las diferentes nucleasas de 
plantas. 
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CAPÍTULO 3. 
ACTIVIDAD NUCLEASA Y ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LAS 
NUCLEASAS DE LA FAMILIA S1/P1 EN EJES DE JUDÍA 
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3.1. Nucleasas S1/P1 en ejes de judía durante la germinación y desarrollo 
postgerminativo temprano 
El estudio de la expresión de los genes de las nucleasas de la familia S1/P1 en 
ejes durante la germinación y desarrollo postgerminativo indicó que 
únicamente hay expresión del gen PVN1 y que ésta fue máxima alrededor del 
momento de la emergencia de la radicular (Figura 25). En ejes aislados de 
semillas embebidas no se observó expresión del gen a los 0 DDI. El patrón de 
expresión coincide con el de la actividad nucleasa en estos momentos (Figura 
25). 
 
Figura 25. Expresión de las nucleasas de la familia S1/P1 en ejes. El análisis se 
realizó con muestras de ejes a los días indicados mediante RT-PCR, utilizándose un 
programa de 25 ciclos para e la expresión de la actina y 27 ciclos para de las nucleasas. 
 
Los ejes embrionarios de judía de plántulas de 6 DDI se separaron en radícula, 
hipocotilo y epicotilo. En dichos tejidos se analizó la actividad nucleasa en gel 
así como la expresión de los distintos genes de la familia S1/P1 (Figura 26). En 
el ensayo de actividad tanto a pH ácido como neutro se detectó una única 
banda con actividad nucleasa correspondiente a la proteína de 37 kDa (Figura 
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26.A). El tejido con mayor actividad fue hipocotilo y el de menor epicotilo. La 
inclusión de varios cationes a la mezcla de ensayo no supuso la detección de 
otras proteínas con actividad nucleasa a ambos valores de pH y apenas se 
afectó a la actividad de la proteína de 37 kDa (Figura 26.A). El análisis de 
expresión de los genes de la familia S1/P1 reveló expresión mayoritaria del gen 
PVN1 en todos los tejidos analizados, registrándose en epicotilo el menor nivel 
de expresión. Únicamente en radícula se detectó una baja expresión de los 
genes PNV2 y PVN5 (Figura 26.B).  
 
Figura 26. Actividad nucleasa y expresión de nucleasas de la familia S1/P1 en 
plántulas de judía. A) La actividad específica se determinó a los valores de pH 
indicados en extractos crudos obtenidos de radícula (R), hipocotilo (H) y epicotilo (E) 
de plántulas de 6 DDI. B) Expresión de los genes nucleasas de la familia de S1/P1 en 
las mismas muestras del apartado A, mediante RT-PCR con un programa de PCR de 
25 ciclos para estudiar la expresión de la actina y 27 ciclos para de las nucleasas. 
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3.2. Actividad nucleasa y expresión de las nucleasas de la familia S1/P1 en 
ejes de plántulas etioladas de judía  
Se analizó el efecto de la ausencia total de luz durante la germinación y el 
crecimiento postgerminativo en ejes a los 4 y 6 días. En ejes completos de 4 
días etiolados no se observaron diferencias significativas en el desarrollo, en la 
concentración de proteína soluble, ni en la concentración de ureidos (Figura 
27.A). Tras 6 días de desarrollo, la ausencia de luz produjo la etiolización de 
las plántulas, provocando descenso en el contenido de clorofilas, un mayor 
desarrollo del eje embrionario e hipocotilos engrosados. Además, la 
etiolización dio lugar al descenso en la concentración de proteína soluble total 
por gramo de peso fresco y se observó un descenso en la concentración de 
ureidos totales tanto en radícula como en parte aérea (Figura 27.B).  
 
	  
Figura 27. Efecto de la etiolización. Plántulas de judía germinaron y se desarrollaron 
en condiciones estándar (C) o en ausencia total de luz (E). Se determinó el nivel de 
proteína soluble total y ureidos totales en extractos crudos obtenidos de ejes completos 
de 4 DDI (A) y en radícula y parte aérea (P.AÉREA) de plántulas de 6 DDI (B). 
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La actividad y los valores de expresión de los genes de las nucleasas de la 
familia S1/P1 se analizaron en ejes en desarrollo de plántulas a los 4 y 6 días 
desarrolladas en ausencia de luz desde el momento de la imbibición (Figura 
28). La única actividad detectada corresponde a la proteína de 37 kDa (Figura 
28.A). La actividad fue similar en ejes completos de 4 DDI así como en partes 
aéreas de 6 DDI mientras que disminuyó en raíces de 6 DDI de plántulas 
etioladas (Figura 28.A). El mismo resultado se obtuvo en el análisis de la 
expresión, no hubo cambios en ejes a los 4 DDI ni en parte aérea a los 6 DDI 
mientras que la expresión de los genes PVN1, PVN2 y PVN5 disminuyó en 
radículas de plántulas etioladas (Figura 28.B). 
 
 
Figura 28. El efecto de la etiolización en la actividad nucleasa y en la expresión de 
las nucleasas de la familia S1/P1 en ejes de plántulas de judía. En los mismos 
extractos de la figura 3.2 de determinó: A) Actividad específica determinada a pH 5,5 
y B) Expresión de los genes nucleasa de la familia S1/P1 mediante RT-PCR con un 
programa de PCR de 25 ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas. 
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3.3. Efecto del fosfato, nitrato y alopurinol en la actividad nucleasa y en la 
expresión de las nucleasas de la familia S1/P1 en ejes de plántulas de judía 
La actividad nucleasa en gel de ejes de judía se inhibió por la inclusión de Pi y 
PPi en el medio de ensayo (Figura 11). Esto podría ser consecuencia de un 
efecto de inhibición por el producto, ya que estas moléculas son liberadas 
durante el catabolismo de los ácidos nucleicos. Para analizar el efecto del 
estado nutricional de las plántulas sobre las nucleasas se añadió fosfato (5mM) 
y nitrato (10 mM) en el medio de imbibición (Figura 29).  
	  
Figura 29. Actividad nucleasa y expresión de las nucleasas S1/P1 en plántulas tratadas 
con fosfato y nitrato. Semillas de judía germinaron y se desarrollaron en presencia de fosfato 
5 mM (+Pi), nitrato 10 mM (+N03) y en condiciones estándar (C) hasta los 5 días de desarrollo. 
A) Determinación del peso fresco, de la concentración de proteína soluble y de ureidos totales. 
B) Actividad específica nucleasa a pH 5,5. C) Expresión de los genes nucleasa de la familia 
S1/P1 mediante RT-PCR, con un programa de PCR de 25 ciclos la actina y de 27 ciclos para 
las nucleasas. 
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La inclusión de fosfato o nitrato no alteró la germinación ni el desarrollo 
postgerminativo de plántulas de judía, tampoco afectó a la concentración de 
proteína soluble o de ureidos determinados a los 5 DDI (Figura 29.A). No 
obstante, la actividad de la nucleasa de 37 kDa fue menor en los extractos 
obtenidos de las plántulas desarrolladas en presencia de fosfato y nitrato 
(Figura 29.B) no detectándose ninguna otra proteína con actividad nucleasa en 
estas condiciones de ensayo. El análisis de la expresión de los miembros de la 
familia nucleasas S1/P1 mostró una inhibición en la expresión de PVN1 y 
PVN2 en ejes de plántulas desarrolladas en presencia de estos compuestos 
(Figura 29.B). No se detectó expresión de otro miembro de la familia S1/P1 en 
presencia de fosfato o nitrato (Figura 29.C). 
 
Para determinar la posible relación entre la concentración de ureidos y la 
actividad nucleasa se incluyó en el medio de imbibición alopurinol, un 
inhibidor de la xantina deshidrogenasa y que reduce la concentración de 
ureidos en judía. El alopurinol provocó un menor desarrollo de los ejes y una 
reducción de la concentración de ureidos en ejes de 4 DDI, mientras que la 
concentración de proteína soluble no varió (Figura 30.A). La actividad 
nucleasa en gel de la proteína de 37 kDa no mostró variaciones significativas 
(Figura 30.B), ni tampoco se detectó otra proteína con actividad nucleasa en el 
gel. La inclusión de alopurinol no afectó a la expresión de las nucleasas de la 
familia S1/P1 (Figura 30.C). 
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Figura 30. Efecto de la inclusión del alopurinol en el medio de imbibición de 
plántulas de judía. Plántulas de judía germinaron y se desarrollaron en ausencia (C) y 
presencia de alopurinol (1 mM) en el medio de imbibición hasta los 4 días y se 
analizaron ejes completos. A) Determinación del peso fresco, la concentración de la 
proteína soluble total y de ureidos totales. B) Actividad nucleasa específica a pH 5,5. 
C) Expresión de los genes de las nucleasas de la familia S1/P1, con un programa de 25 
ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas.  
 
3.4. Efecto de condiciones adversas en la actividad nucleasa y expresión de 
la familia S1/P1 en ejes de plántulas de judía 
Se analizó el efecto de la inclusión de cloruro sódico 50 y 100 mM al medio de 
imbibición durante la germinación y desarrollo postgerminativo en plántulas a 
los 5 DDI (Figura 31). El tratamiento con estas concentraciones de sal no 
afectó a la tasa de germinación aunque el peso fresco de los ejes sí se redujo 
ligeramente con 100 mM de sal. No se observó diferencias en la concentración 
de proteína soluble total ni en la de ureidos en las plántulas tratadas (Figura 
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31.A). La actividad nucleasa fue similar en todos los casos, observándose sólo 
actividad de la proteína de 37 kDa (Figura 31.B). El tratamiento tampoco 
afectó a la expresión de la nucleasa PVN1, ni se detectó expresión de ningún 
otro miembro de la familia S1/P1 (Figura 31.C). 
 
 
Figura 31. Efecto del estrés salino en ejes de judía. Plántulas de judía se 
desarrollaron hasta los 5 DDI en presencia de 50 mM y 100 mM de NaCl en el medio 
de imbibición. A) Determinación del peso fresco, la concentración de proteína soluble 
total y de ureidos totales. B) Actividad nucleasa específica a pH 5,5. C) Expresión los 
genes de la familia S1/P1 mediante RT-PCR con un programa de PCR de 25 ciclos 
para la actina y 27 ciclos para las nucleasas. 
 
También se analizó el efecto del tratamiento con metil-jasmonato durante 24 
horas en radículas y partes aéreas de plántulas de 6 DDI (Figura 32). Este 
tratamiento afectó al desarrollo de las radículas, incrementando ligeramente el 
número de raíces secundarias. No se encontraron diferencias en el contenido en 
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proteína soluble. El nivel de ureidos en radículas de las plántulas tratadas fue 
ligeramente superior tanto por peso fresco como por proteína soluble (Figura 
32.A). La actividad nucleasa de la proteína de 37 kDa mostró un ligero 
incremento en radículas de las plántulas tratadas (Figura 32.B), siendo la única 
actividad detectada. El análisis de la expresión de las nucleasas S1/P1 reveló un 
incremento significativo en la expresión de la nucleasa PVN1 y PVN2 sólo en 
raíces tratadas con jasmonato. La nucleasa PVN5 no modificó su expresión y 
las otras dos nucleasas de la familia S1/P1 se detectaron bajo estas condiciones 
(Figura 32.C). 
 
Figura 32. Efecto del metil-jasmonato en plántulas de judía. Plántulas de judía de 6 DDI se 
trataron durante 24 horas con metil-jasmonato (Jasmin et al.) y se analizaron frente a plántulas 
germinadas y desarrolladas bajo condiciones estándar (C). Los ejes de las plántulas se 
separaron en radículas y partes aéreas (P.AÉREA). A) Determinación del peso fresco, de la 
cantidad de proteína soluble total y de ureidos totales. B) Actividad nucleasa específica a pH 
5,5 C). Expresión de los genes de la familia S1/P1 mediante RT-PCR, con un programa de 
PCR de 25 ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas. 
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Con la finalidad de determinar el efecto de las especies reactivas de oxígeno 
(ROS) en la actividad nucleasa y en la expresión de las nucleasas de la familia 
S1/P1 de ejes de judía, se estudió el efecto de la adición de peróxido de 
hidrógeno (10 mM) desde el inicio de la imbibición hasta 4 DDI. El 
tratamiento no afectó a los valores de proteína soluble ni de ureidos, pero si 
provocó la reducción del peso fresco de los ejes (Figura 33.A). La actividad 
nucleasa de la proteína de 37 kDa no se afectó y fue la única actividad 
determinada en el ensayo en gel (Figura 33.B). Tampoco mostró variación la 
expresión de PVN1 ni de los demás miembros de la familia S1/P1 nucleasas 
(Figura 33.C). 
 
Figura 33. Efecto del peróxido de hidrógeno en plántulas de judía. Plántulas de 
judía se desarrollaron hasta los 4 DDI en condiciones estándar (C) y en presencia de 1 
mM de H2O2 (H2O2). A) Peso fresco del material, cantidad de proteína y ureidos de 
los extractos crudos obtenidos. B) Actividad nucleasa específica a pH 5,5. C). 
Expresión de los genes de la familia S1/P1 mediante RT-PCR, con un programa de 25 
ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas. 
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4.1. Actividades nucleasas y expresión de la familia S1/P1 en flores y frutos  
La actividad nucleasa se determinó en extractos crudos obtenidos a partir de 
flores en distintos estadios del desarrollo, llevando a cabo el ensayo tanto a pH 
ácido como neutro y en presencia de cationes (Ca2+, Mg2+ y Zn2+) (Figura 34). 
Únicamente se detectó una proteína con actividad nucleasa con una masa 
molecular aparente de 37 kDa cuando el ensayo se realizó a pH 5,5 y los 
valores de actividad fueron similares en los tres estadios (Figura 34.B). La 
actividad de esta nucleasa incrementó con la inclusión de Zn2+ en el ensayo y 
no se detectó ninguna otra actividad nucleasa con la inclusión de los cationes 
en el ensayo (Figura 34.B).  
 
 
Figura 34. Actividad nucleasa en flores de judía. A) Fotografías de flores en los 
distintos estadios analizados (P.F: primordio floral, F: flor adulta, F.S: flor senescente) 
B) Actividad nucleasa específica en extractos crudos obtenidos a partir del material 
indicado en el panel A, determinada a los valores de pH indicados y en ausencia (-) o 
presencia de los cationes indicados a una concentración final de 0,1 mM C) La 
actividad nucleasa se determinó a pH 5,5 en ausencia de EDTA y metales (-), en 
presencia de 1 mM EDTA (+EDTA) y en presencia de EDTA de los cationes 
indicados a una concentración final de 5 mM. 
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La actividad nucleasa se inhibió tras la incubación con el agente quelante 
EDTA. Dicha inactivación sólo se revertió por la inclusión de Zn2+ (Figura 
34.C). Estos datos sugieren que se trata de una metaloenzima dependiente de 
Zn2+. La proteína de 37 kDa con actividad nucleasa en los extractos de 
diferentes estadios de flor es una glicoproteína, puesto que la determinación de 
la actividad tras incubar con concanavalina-A mostró una inhibición total de la  
actividad (Figura 35).  
 
	  
 
Figura 35. Efecto de la concanavalina-A en la nucleasa de flor. El extracto crudo de 
las muestras de la Figura 4.3 se incubó 1 h a temperatura ambiente en ausencia (-) y en 
presencia de concanavalina-A (+Conc-A) y a continuación se determinó la actividad 
nucleasa específica a pH 5.5. 
 
El análisis de la expresión de los miembros de la familia S1/P1 en los 
diferentes estadios de flores mostró expresión mayoritaria del gen PVN1, sin 
diferencias en el nivel entre los diferentes estadios (Figura 36), también se 
detectó una expresión muy baja de PVN2 en todos los estadios y un ligero 
incremento de la expresión PVN5 a lo largo del desarrollo (Figura 36.A). Entre 
los posibles transcritos del gen PVN1 sólo se observó expresión de PVN1.2 
(Figura 36.B). 
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Figura 36. Estudio de la expresión de nucleasas de la familia S1/P1 en flores de 
diferentes estadios de desarrollo. A) El análisis de la expresión se realizó mediante 
RT-PCR y utilizando ADN molde procedente de primordio floral (P.F), flor 
desarrollada (F) y flor senescente (F.S). El programa de PCR fue de 25 ciclos para la 
actina y 30 para las nucleasas. B) Estudio de la expresión de los diferentes transcritos 
en flor de judía. En la figura se muestran los productos de las PCRs realizadas 
utilizando como molde ADN copia de flor (F) y utilizando las parejas de 
oligonucleótidos indicadas en la figura. El programa de PCR fue de 30 ciclos y las 
distintas. EL tamaño (pb) de los productos de PCR se indica encima de cada banda. 
 
La actividad nucleasa se determinó en frutos de plantas de judía agrupados en 
base a su tamaño en frutos A (2-4 cm), B (4-10 cm) y C (11-12 cm) (Figura 
37). Los frutos en los estadios A y B se analizaron completos y el fruto en 
estadio C se separó en vaina (V) y en semilla en formación (S) (Figura 37.A). 
La actividad nucleasa de la semilla en desarrollo (S) fue mucho mayor a la 
determinada en las demás muestras de frutos y por lo tanto se analizó por 
separado. Los ensayos de actividad en gel se realizaron a pH ácido (5,5) y 
neutro (7) y en ausencia o presencia de metales (Figura 37.B). En los frutos 
más pequeños (frutos A) se detectaron dos proteínas con actividad nucleasa de 
masas moleculares de 37 y 34 kDa. La mayor de ellas mostró mayor actividad 
a pH ácido, mientras que la menor tuvo mayor actividad a pH neutro. En los 
frutos B, así como en las vainas de los frutos C, aunque con menor actividad, 
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se detectó actividad sólo de la nucleasa de 34 kDa. En muestras de semilla en 
desarrollo (S) únicamente se detectó una nucleasa de 32 kDa cuando el ensayo 
se realizó a pH neutro.  
	  
Figura 37. Actividad nucleasa en frutos de plantas de judía. A) Fotografía de los 
frutos en los distintos estadios estudiados: A (4 cm), B (4-10 cm), C (10 cm) separados 
en valvas (V) y semilla en desarrollo (S). B) Actividad nucleasa específica. Los geles 
se desarrollaron a los valores pH indicados y en ausencia (-) o presencia de los 
cationes indicados a una concentración final de 0,1 mM. El tamaño de las proteínas 
(kDa) se indica a la izquierda de cada gel.  
 
La presencia de cationes (Ca2+, Mg2+ y Zn2+) en el ensayo no afectó a las 
actividades nucleasas, a excepción de la nucleasa de 32 kDa de semilla que se 
inhibió en presencia de Zn2+. Tampoco en presencia de estos cationes se 
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detectó ninguna nueva actividad nucleasa (Figura 37.B). El tratamiento con 
concanavalina-A de los extractos de frutos y semillas en desarrollo provocó la 
inhibición total de las actividades nucleasas sugiriendo que todas ellas se tratan 
de glicoproteínas (Figura 38). 
 
 
 
Figura 38. Efecto de la concanavalina-A en las nucleasas de frutos y semillas. El 
extracto crudo de las muestras de la Figura 37 se incubó 1 h a temperatura ambiente en 
ausencia (-) y en presencia de concanavalina-A (+Conc.A) y posteriormente se 
determinó la actividad nucleasa específica a pH 7. 
 
Con respecto a la expresión de los genes de las nucleasas de la familia S1/P1 en 
los diferentes estadios de fruto, se observó expresión de PVN1 y PVN5 (Figura 
39). La expresión de PVN1 disminuyó a lo largo del desarrollo, de tal forma 
que, en vainas del estadio C su expresión fue prácticamente nula. En cambio, la 
expresión de PVN5 aumentó a lo largo del desarrollo mostrando una elevada 
expresión en semillas (Figura 39.A). En fruto A y en semillas en desarrollo se 
analizó cuál de los tres posibles transcritos del gen PVN1 se estaban 
expresando (Figura 39.B). El análisis de los fragmentos de PCR indicó que 
PVN1.2 era el transcrito expresado en ambos tejidos. 
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Figura 39. Estudio de la expresión de las nucleasas de la familia S1/P1 en frutos y 
semillas en desarrollo de judía. A) Expresión mediante RT-PCR utilizando ADN 
molde procedente de las muestras de la Figura 4.6. La PCR consistió en un programa 
de 25 ciclos para la de actina y 27 ciclos para las nucleasas. B) Estudio de la expresión 
de los diferentes transcritos en fruto A y semilla en desarrollo de judía. En la figura se 
muestran los productos de las PCRs realizadas utilizando como molde ADN copia de 
ejes de fruto A y semilla en desarrollo, utilizando las parejas de oligonucleótidos 
indicadas en la figura. El programa de PCR fue de 30 ciclos. Sobre cada producto de 
PCR se indica su tamaño en pb.  
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4.2. Actividades nucleasas y expresión de la familia S1/P1 en hojas de judía 
4.2.1. Desarrollo natural de la hoja 
En primer lugar se determinaron diferentes compuestos asociados con la 
senescencia en extractos crudos obtenidos a partir de la primera hoja trifoliada 
de plantas cultivadas con nitrato. Se analizó el intervalo de tiempo 
comprendido entre los días 25 y el 45 desde el inicio de la imbibición. La 
cantidad de clorofila (Figura. 40.A) y de proteína soluble (Figura 40.B) se 
mantuvieron constantes hasta el día 35. A partir de ese momento comenzaron a 
descender y los valores en el día 45 fueron de aproximadamente el 50% de los 
iniciales. Este descenso coincidió con el amarilleamiento de la hoja e indicaría 
el inicio de la senescencia.  
 
Figura 40. Concentración de clorofila y de proteína en la primera hoja trifoliada 
de judía a lo largo de su desarrollo. Se recogieron las primeras hojas trifoliadas de 
plantas de judía cultivadas con nitrato a los días indicados tras el inicio de la 
imbibición de las semillas. A) Concentración de clorofila a (columnas blancas) y 
clorofila b (columnas grises). B) Concentración de proteína soluble total. 
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La concentración de ureidos, a diferencia de la de proteína o clorofila, se 
mantuvo constante durante el desarrollo cuando los valores se normalizaron 
por peso fresco de la hoja (Figura 41.A). El descenso en el nivel de proteína 
soluble hace que los valores incrementen durante la senescencia al normalizar 
los ureidos por este parámetro (Figura 41.B). La actividad alantoinasa se 
detectó en todas las hojas analizadas observándose un descenso en la actividad 
por peso fresco a lo largo de la senescencia de la hoja (Figura 41.C). La 
actividad alantoinasa específica fue mayor en las hojas más jóvenes (25 DDI) y 
en el resto de las hojas los valores fueron similares (Figura 41.D). 
	  
Figura 41. Concentración de ureidos y actividad alantoinasa a lo largo del 
desarrollo de hojas de judía. Las determinaciones se realizaron en los mismos 
extractos analizados en la Figura 40. A) Concentración de ureidos totales normalizados 
por gramo de peso fresco. B) Concentración de ureidos totales normalizados por 
proteína. C) Actividad alantoinasa normalizada por peso fresco. D) Actividad 
alantoinasa específica. 
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En los mismos extractos se analizó la actividad nucleasa normalizada por peso 
fresco y por cantidad de proteína soluble total (Figura 42) tanto a pH ácido 
como neutro. Sólo se detectaron dos nucleasas de 39 y 34 kDa en los extractos 
de hojas senescentes y sólo cuando la actividad se desarrolló a pH 7 (Figura 
42). Estas dos nucleasas que se inducen durante la senescencia en hojas son 
glicoproteínas, ya que el tratamiento con concanavalina-A inhibió por 
completo su actividad (Figura 43). 
 
 
 
Figura 42. Actividad nucleasa a lo largo del desarrollo de la primera hoja 
trifoliada de judía. La actividad nucleasa se determinó en los mismos extractos 
indicados en las Figuras 40 y 41 a los valores de pH indicados y normalizando frente a 
la misma cantidad de proteína soluble (A y C) y por peso fresco (B y D). La masa 
molecular aparente de las nucleasas identificadas se indica a la izquierda de cada 
panel. 
 
 
Figura 43. Efecto de la concanavalina-A en las nucleasas hojas senescentes. El 
extracto crudo de las muestras de hojas senescentes de 45 días se incubó 1 h a 
temperatura ambiente en ausencia (-) y en presencia de concanavalina-A (+Conc.A) y 
posteriormente se determinó la actividad nucleasa a pH 7, desarrollando la actividad 
durante 90 min. 
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El análisis de expresión de los miembros de la familia S1/P1 en la primera hoja 
trifoliada a lo largo del desarrollo reveló expresión de los genes PVN2 y PVN5 
en todos los estadios estudiados (Figura 44). La expresión de ambos genes fue 
superior en las hojas senescentes, y la inducción fue superior para el gen PVN2 
(Figura 44). 
 
 
Figura 44. Expresión de la familia S1/P1 durante el desarrollo de la primera hoja 
trifoliada de judía. El análisis de la expresión de los genes de la familia S1/P1 se 
realizó mediante RT-PCR en las mismas muestras indicadas en para las Figuras 40 y 
41. El programa de PCR fue de 25 ciclos para la actina y 27 para las nucleasas.  
 
4.2.2. Senescencia inducida por oscuridad 
La senescencia inducida por oscuridad se analizó en la primera hoja trifoliada 
de plantas de judía de 25 días cultivadas con nitrato. El proceso de senescencia 
se indujo sometiendo a la hoja a oscuridad continua utilizando dos 
aproximaciones experimentales distintas. Las hojas se cortaron de plantas y se 
mantuvieron en placas de Petri sobre papel humedecido en oscuridad continua, 
o bien, las hojas se envolvieron en papel de aluminio en la propia planta sin 
cortarlas. En primer lugar, se determinaron diferentes compuestos asociados 
con la senescencia (Figura 45). La senescencia inducida por oscuridad provocó 
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un acusado descenso del nivel de clorofila a (Figura 45.A) y de clorofila b 
(Figura 45.B) y de la cantidad de de proteína soluble total (Figura 45.C). La 
senescencia inducida por oscuridad continua provocó un incremento en la 
concentración de ureidos, siendo dicho incremento menor cuando la hoja se 
mantuvo en contacto con la planta (Figura 45.D). 
 
Figura 45. Parámetros asociados a la senescencia en hojas de judía sometidas a 
senescencia inducida por oscuridad. Se obtuvieron extractos crudos a partir de las 
primeras hojas trifoliadas de plantas de 25 días tras el inicio de la imbibición (C1: 
barras blancas), de plantas de 31 días de edad en condiciones estándar (C2: barras gris 
oscuro), de hojas aisladas de la planta de 25 días y mantenidas en placas de Petri en 
ausencia de luz durante 6 días (SIO1, barras gris claro), y hojas mantenidas en 
ausencia de luz durante 6 días en la planta de 25 días de desarrollo (SIO2: barras 
negras). En estos extractos se determinó: A) Nivel de clorofila a, B) Nivel de clorofila 
b, C) Concentración de proteína soluble y D) Concentración de ureidos totales.  
 
En estos mismos extractos de hojas se analizó la actividad nucleasa tanto a pH 
ácido (5,5) como neutro (7) y en ausencia de cationes (Figura 46). Únicamente 
se detectó actividad nucleasa en muestras de hojas senescentes y cuando el 
ensayo se realizó a pH 7. Al igual que se observó en la senescencia natural 
(Figura 46), las nucleasas detectadas tenían una masa molecular aparente de 34 
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y 39 kDa (Figura 46). Esta inducción se observó tanto al normalizar frente a 
peso fresco de material como por proteína soluble total.  
 
Figura 46. Actividad nucleasa en hojas de judía en las que se indujo la 
senescencia por oscuridad. En los mismos extractos indicados en la Figura 45 se 
determinó la actividad nucleasa a los valores de pH indicados. Los valores de actividad 
se normalizaron por peso fresco (A y B) y por proteína soluble (C y D). Las masas 
moleculares aparentes de las nucleasas identificadas se indican a la izquierda del panel. 
 
Los valores de actividad de las nucleasas anteriores (34 y 39 kDa) no se 
afectaron cuando los ensayos se realizaron en presencia de cationes (Ca2+, 
Mg2+ y Zn2+) y en estas condiciones no se detectó actividad de otras nucleasas 
adicionales (Figura 47.A). Estas mismas muestras se sometieron a un 
tratamiento con EDTA previo al desarrollo de la actividad a pH neutro, que 
provocó una inhibición total de las nucleasas descritas anteriormente. La 
inclusión de Zn2+ consiguió revertir la actividad de ambas nucleasas de 34 y 39 
kDa (Figura 47.B). 	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Figura 47. Efecto de cationes y del EDTA en la actividad nucleasa de hojas 
senescentes. En las mismas muestras indicadas en la Figura 45 y 46 se determinó: (A) 
Actividad nucleasa específica a los valores de pH indicados en ausencia (-) o en 
presencia de los indicados a una concentración final de 0,1 mM. (B) Actividad 
nucleasa determinada a pH 7 tras incubar los geles previamente 1 h con 1 mM EDTA 
(+EDTA), en ausencia (-) y presencia de cationes (Ca2+, Mg2+ y Zn2+) a una 
concentración final de 5 mM.  
 
La actividad nucleasa específica se analizó en hojas senescentes sometidas a 
senescencia inducida por oscuridad (SIO1) utilizando ARN y ADNbc como 
sustratos (Figura 48). Cuando se determinó la actividad con ARN como 
sustrato se detectaron dos ribonucleasas de masas moleculares 20 y 14 kDa, 
respectivamente sólo cuando el ensayo se realizó a pH ácido (Figura 48.A). La 
presencia de cationes no favoreció la detección de otras ribonucleasas 
diferentes a éstas, aunque en presencia de Zn2+ se inhibió la actividad de ambas 
(Figura 48.A). A pH neutro estas ribonucleasas no se detectaron, pero sí lo 
hicieron las dos nucleasas de 39 y 34 kDa, observadas en la Figura 48.A. 
Cuando se utilizó ADNbc como sustrato y sólo cuando se realizó a pH neutro e 
incubando durante más tiempo se detectaron dos nucleasas de masas 
moleculares 34 y 39 kDa, respectivamente. A pH ácido estas nucleasas sólo se 
detectaron cuando se adicionó Zn2+ al ensayo (Figura 48.B).  
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Figura 48. Actividades nucleasas en hojas senescentes de judía con ARN o ADNbc 
como sustratos. La actividad nucleasa se determinó en extractos crudos obtenidos de 
hojas de judía de 45 días. El ensayo se realizó a los valores de pH indicados y en 
ausencia (-) o presencia de los cationes indicados a una concentración final de 0,1 mM. 
Los sustratos fueron ARN (A) y ADNbc (B), desarrollando la actividad durante 20 y 
60 min respectivamente. 
 
En la hojas sometidas a senescencia inducida por oscuridad también se analizó 
la expresión de los miembros de la familia S1/P1. El gen PVN2 se expresó en 
todas las hojas aunque ésta fue mayor en hojas en las que se indujo la 
senescencia por oscuridad (Figura 49). La expresión del gen PVN5 también 
incrementó significativamente en hojas senescentes, siendo dicho incremento 
mayor en las sometidas a senescencia sin separarse de la planta. 
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Figura 49. Expresión de la familia S1/P1 nucleasa en hojas de judía en las que se 
ha inducido la senescencia por oscuridad. El análisis de la expresión de la familia 
S1/P1 se llevó a cabo en las mismas muestras indicadas en la figura 4.14, mediante 
RT-PCR , utilizando un programa de PCR de 25 ciclos para la actina y 27 para las 
nucleasas. 
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CAPÍTULO 5. 
ACTIVIDAD NUCLEASA Y ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LAS 
NUCLEASAS DE LA FAMILIA S1/P1 DURANTE LA SENESCENCIA 
DE COTILEDONES 
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5.1. Movilización de reservas en cotiledones desde la imbibición hasta la 
senescencia 
La evolución del nivel de diferentes parámetros relacionados con la 
movilización de reservas en cotiledones se estudió desde el momento de la 
imbibición hasta el desarrollo de la senescencia (Figura 50). La cantidad de 
globulinas en cotiledones se mantuvo constante hasta el 4 DDI (Figura 50.A). 
La faseolina, con masa molecular de aproximadamente 45 kDa, fue la 
globulina mayoritaria en judía (Figura 50.A). A partir del 4 DDI las globulinas 
comenzaron a descender progresivamente hasta desaparecer en el día 11 de 
desarrollo. El peso fresco de los cotiledones incrementó tras el inicio de la 
imbibición hasta alcanzar su máximo a los 4 DDI, momento a partir del cual 
comenzó a descender (Figura 50.B). La concentración de ureidos totales y de 
aminoácidos libres totales descendieron durante la germinación debido 
fundamentalmente al incremento del peso fresco y aumentaron ligeramente tras 
la germinación entre el 4 y 7 DDI. La concentración de ambos compuestos 
descendió fuertemente en el día 11 DDI (Figura 50 C y D). El descenso que se 
produce a partir de los 7 DDI en todos los parámetros analizados es 
consecuencia de la movilización de las diferentes reservas de nitrógeno 
marcando el desarrollo de la senescencia en los cotiledones. 
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Figura 50. Parámetros asociados a senescencia en cotiledones desde la imbibición 
hasta el desarrollo de la senescencia. En cotiledones de plántulas a los días indicados 
desde el inicio de la imbibición se determinó: A) Cantidad de las globulinas, B) Peso 
fresco, C) Concentración de ureidos totales, D) Concentración de aminoácidos libres. 
Los datos se expresan por unidad, correspondiendo a la pareja cotiledones. 
 
5.2. Nucleasas involucradas en la senescencia de cotiledones 
La actividad nucleasa se determinó en cotiledones de plántulas de judía en el 
intervalo comprendido entre 4 y 11 DDI. El ensayo de la actividad nucleasa en 
gel se llevó a cabo a pH ácido y neutro en diferentes condiciones (Figura 51). 
En cotiledones a partir del 4 DDI, tanto a pH ácido como neutro, se detectó una 
nucleasa de 37 kDa. Dicha nucleasa, por sus principales características 
enzimáticas, podría ser la misma detectada en ejes. Esta actividad desapareció 
conforme se fueron desarrollando los cotiledones, mientras que comenzaron a 
distinguirse diferentes proteínas con actividad nucleasa y cuyas intensidades 
incrementaron hasta alcanzar el máximo a los 11 DDI, coincidiendo con la 
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senescencia de los cotiledones (Figura 51). Estas nucleasas tenían masas 
moleculares de 42, 35 y 32 kDa y presentaron mayor actividad a pH neutro. 
 
 
Figura 51. Actividad nucleasa durante el desarrollo de cotiledones. La actividad 
nucleasa se determinó a pH ácido (5,5) y neutro (7) y en ausencia de cationes en 
extractos crudos obtenidos de cotiledones recogidos a los días indicados tras el inicio 
de la imbibición (DDI). A la izquierda de la figura se indican las masas moleculares 
(kDa) de las diferentes nucleasas. 
 
El efecto de los cationes sobre las actividades nucleasas se realizó con 
extractos obtenidos de cotiledones de 11 DDI por ser el momento de máxima 
actividad de las nucleasas. Se consiguió una mejor separación electroforética 
de las nucleasas de cotiledones al realizar los ensayos en geles de acrilamida al 
8,5 %. El ensayo realizado en presencia de Ca2+, Mg2+ y Zn2+, tanto a pH ácido 
como neutro, no favoreció la inducción de una nueva actividad distinta a las 
descritas anteriormente (Figura 52.A). La inclusión de Zn2+ provocó la 
inhibición en las nucleasas de masas moleculares de 42, 35 y 32 kDa a pH 
neutro. El tratamiento con EDTA provocó la inhibición total de todas las 
nucleasas, por lo que son todas metaloenzimas (Figura 52.B). Únicamente los 
iones Ca2+ y Mg2+, consiguieron recuperar la actividad enzimática tras el 
tratamiento con EDTA (Figura 52.B). 
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Figura 52. Actividad nucleasa en cotiledones en presencia de cationes y EDTA. En 
extracto crudo de cotiledones a los 11 DDI se determinó: A) La actividad nucleasa 
específica a los valores de pH indicados en ausencia (-) y presencia de los cationes 
indicados a una concentración final de 0,1 mM. B) Actividad nucleasa específica a pH 
7 en ausencia (-EDTA) o en presencia de EDTA 1 mM (+EDTA) y el catión indicado 
a una concentración final de 5 mM. A la izquierda de la figura se indican las masas 
moleculares (kDa) de las diferentes nucleasas. 
 
Se analizó la presencia de otras posibles nucleasas de cotiledones durante la 
senescencia que pudiesen hidrolizar ADNbc o ARN (Figura 53). Cuando se 
utilizó ARN como sustrato se detectaron dos proteínas de 15 y 17 kDa con 
actividad desde el 4DDI que incrementó a lo largo del desarrollo de la 
senescencia. Estas ribonucleasas mostraron el mismo nivel de actividad a pH 
ácido o neutro, y se inhibieron ligeramente en presencia de Zn2+ (Figura 53.A). 
También se detectó la actividad de otras proteínas con masas moleculares 
similares a las descritas con ADNmc como sustrato, de 37 y 42 kDa. 
Concretamente la proteína de 37 kDa mostró actividad ribonucleasa en 
cotiledones de 4 y 7 DDI cuando el ensayo se realizó a pH ácido en presencia 
de Zn2+. La proteína de 42 kDa se detectó en los extractos de 11 DDI cuando el 
ensayo se realizó a pH neutro y su actividad se inhibió en presencia de Zn2+ 
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(Figura 53.A). Cuando la actividad se determinó utilizando ADNbc como 
sustrato únicamente se detectó actividad de una proteína de 42 kDa en 
cotiledones de 11 días, tanto a pH ácido como neutro la cual se inhibió en 
presencia de Zn2+ (Figura 53.B). Probablemente, la proteína de 42 kDa sea la 
misma que es capaz de digerir ácidos nucleicos de cadena simple y de doble 
cadena. Las nucleasas que se inducen durante el desarrollo de cotiledones son 
glicoproteínas ya que el tratamiento con concanavalina-A inhibió su actividad 
por completo (Figura 54). 
 
 
Figura 53. Actividades nucleasas en cotiledones de judía con ARN o ADNbc como 
sustratos. La actividad nucleasa se determinó en extractos crudos obtenidos de 
cotiledones a los DDI indicados, realizando el ensayo a los valores de pH indicados y 
en ausencia (-) o presencia de los cationes indicados a una concentración final de 0,1 
mM, utilizando como sustrato ARN (A) y ADNbc (B). A la izquierda de la figura se 
indican las masas moleculares (kDa) de las diferentes nucleasas. 
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Figura 54. Efecto de la concanavalina-A en las nucleasas de cotiledones. El 
extracto crudo de las muestras de la Figura 5.3 y 5.4 se incubó 1 h a temperatura 
ambiente en ausencia (-) y en presencia de concanavalina-A (+Conc.A) y 
posteriormente se determinó la actividad nucleasa a pH 7. A la izquierda de la figura 
se indican las masas moleculares (kDa) de las diferentes nucleasas. 
 
5.3. Expresión de las nucleasas de la familia S1/P1 durante el desarrollo de 
cotiledones 
La expresión de los miembros de la familia nucleasas S1/P1 de judía se analizó 
en cotiledones desde el inicio de la imbibición hasta el desarrollo de la 
senescencia (Figura 55). En los primeros estadios del desarrollo (4 y 6 DDI) 
sólo se observó expresión de PVN1. En los siguientes estadios, la expresión 
PVN1 se redujo por completo y coincidiendo con el desarrollo de la 
senescencia (9 y 11 DDI) comenzaron a expresarse otros genes de la familia 
como PVN4 y PNV5 (Figura 55). 
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Figura 55. Expresión de la familia S1/P1 nucleasas en cotiledones. El análisis de la 
expresión se llevó a cabo mediante RT-PCR en cotiledones a los DDI indicados. El 
programa de PCR fue 25 ciclos para la actina y 27 para las nucleasas.  
 
5.4. Efecto del rejuvenecimiento de cotiledones en las nucleasas 
El rejuvenecimiento de los cotiledones se llevó a cabo eliminando el epicotilo a 
plántulas de 7 DDI y analizando los distintos parámetros relacionados con la 
movilización de las reservas (Figura 56). En las plántulas sin epicotilo se 
produjo una ralentización en la movilización de las reservas al interrumpirse 
temporalmente la demanda de nutrientes mientras se desarrolla un nuevo 
epicotilo (Figura 56). El rejuvenecimiento de los cotiledones provocó una 
menor degradación de las globulinas (Figura 56.B). Mientras que en 
cotiledones de plántulas a las 11 DDI, las globulinas se habían degradado casi 
por completo, en los cotiledones rejuvenecidos aún se detectó la presencia de la 
faseolina (Figura 56.B). El desarrollo del proceso de senescencia provoca un 
descenso importante del peso fresco en los cotiledones, entre los 7 y 11 DDI, 
sin embargo en los cotiledones rejuvenecidos esta pérdida fue mucho menor 
(Figura 56.C). También se observó una menor movilización de los compuestos 
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nitrogenados en los cotiledones rejuvenecidos como reflejaron las 
concentraciones en proteína soluble y ureidos totales (Figura 56 D y E).  
 
 
Figura 56. Efecto del rejuvenecimiento en cotiledones. Plántulas a los 7 DDI se les 
eliminó el epicotilo a plántulas de judía y se analizaron al 11 DDI (11.R) junto con 
cotiledones de plántulas desarrolladas en condiciones estándar a los 7 DDI (7) y 11 
DDI (11). A) Fotografía de los cotiledones analizados. B) Cantidad de globulinas. C) 
Peso fresco, D) Concentración de proteína soluble y E) Concentración de ureidos 
totales. Los datos se expresan por unidad, correspondiendo a la pareja cotiledones. 
 
La actividad nucleasa en los extractos crudos de estos cotiledones sugirió una 
relación directa con su estado de senescencia (Figura 57). Mientras que en 
cotiledones de 11 DDI se detectaba la actividad de tres nucleasas mayoritarias, 
en los cotiledones rejuvenecidos la actividad nucleasa fue menor observándose 
principalmente las proteínas de 32 y 35 kDa (Figura 57.A). El análisis de la 
expresión de las nucleasas de la familia S1/P1 en estos cotiledones mostró que 
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su rejuvenecimiento provocó un descenso en la expresión de PVN4 y PVN5 
(Figura 57.B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 57. Efecto del rejuvenecimiento de cotiledones sobre la actividad nucleasa 
y expresión de nucleasas. En las muestras de la Figura 5.7 se determinó: A) La 
actividad nucleasa específica a pH 7. El gel se preparó al 8,5% de acrilamida. A la 
izquierda de la figura se indican las masas moleculares (kDa) de las diferentes 
nucleasas. B) Expresión de los genes de la familia S1/P1 nucleasas en cotiledones. El 
análisis de la expresión se llevó a cabo mediante RT-PCR. El programa de PCR fue de 
25 ciclos para la actina y 27 para las nucleasas. 
 
5.5. Efecto de la deficiencia de nutrientes sobre las nucleasas de cotiledones 
Se analizaron cotiledones procedentes de plántulas de 8 DDI desarrolladas en 
medio hidropónico en condiciones estándar así como de plántulas regadas con 
solución carente de nitrato y fosfato. En los cotiledones de plántulas con déficit 
de nutrientes se observó un descenso en la cantidad de globulinas (Figura 
58.A). También fue menor el peso fresco (Figura 58.B), la concentración de 
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proteína soluble total (Figura 58.C) y la de ureidos totales (Figura 58.D). Estos 
parámetros reflejan un amento en la velocidad de la movilización de las 
sustancias de reserva como consecuencia de la carencia en los nutrientes 
necesarios para el crecimiento de la plántula. 
	  
Figura 58. Efecto de la deficiencia de nutrientes en cotiledones. En cotiledones de 
plántulas de 8 DDI desarrolladas en condiciones estándar (C) o en ausencia de nitrato 
y fosfato (-P-N) se determinó: A) Cantidad de globulinas, B) Peso fresco, C) 
Concentración de proteína soluble y D) Concentración de ureidos totales. Los datos se 
expresan por unidad, correspondiendo a la pareja cotiledones. 
 
La actividad nucleasa incrementó significativamente en los cotiledones con 
déficit de nutrientes, correspondiéndose a las mismas proteínas con actividad 
nucleasa descritas anteriormente (Figura 59.A). La carencia de nutrientes no 
causó la inducción de otras nucleasas a las descritas anteriormente en 
condiciones estándar. El análisis de la expresión de genes de la familia S1/P1 
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reveló, una mayor expresión de PVN5 y así como inducción de PVN4 en los 
cotiledones de plántulas con déficit de nutrientes (Figura 59.B). 
 
Figura 59. Actividad nucleasas y expresión de la familia S1/P1 en cotiledones de 
plántulas con déficit de nutrientes. En las mismas muestras de la Figura 58 se 
determinó: A) La actividad nucleasa específica a pH 7 en SDS PAGE al 8,5 % de 
acrilamida. A la izquierda de la figura se indican las masas moleculares (kDa) de las 
diferentes nucleasas. B) Expresión de la familia S1/P1 nucleasas mediante RT-PCR, 
con un programa de PCR de 25 ciclos para estudiar la actina y 27 para las nucleasas. 
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CAPÍTULO 6.  
EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA NUCLEASA PVN2 EN E.COLI 
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6.1. Expresión del gen de la nucleasa PVN2 en E.coli 
La secuencia codificante del ADNc de PVN2 se amplificó por PCR usando 
como molde el ADNc de las primeras hojas trifoliadas en estado de 
senescencia avanzado. El producto de amplificación con un tamaño 
aproximado de 885 Kb se purificó a partir de un gel de agarosa tras su 
electroforesis. Éste se insertó en el vector de clonación pSpark y dicho 
plásmido se amplificó en células DH5α de E.coli. El gen PVN2, gracias a los 
sitios de corte para enzimas de restricción introducidos por los cebadores en 
ambos, se introdujo en el plásmido pET-30b (+) en la fase de lectura adecuada. 
Finalmente con esta construcción se transformaron células BL21 de E.coli. 
 
Las células BL21 de E.coli transformadas se indujeron con IPTG 1mM y la 
sobreexpresión de la proteína recombinante Hys-PVN2 se estudió gracias a la 
cola de histidinas añadida en su extremo terminal. La proteína recombinante no 
se detectó en las células no transformadas ni en las células transformadas sin 
inducir (Figura 60). Cuando la inducción se llevó a cabo a una temperatura de 
37 ºC generó la suficiente proteína recombinante para su purificación, aunque 
también sufría un mayor proceso de proteólisis y, que se detectan mediante 
Western como aquellas bandas de menor tamaño. La cantidad de proteína 
recombinante no aumentó a partir de las 2 horas de inducción con IPTG 
(Figura 60.B). La proteína recombinante no mostró actividad ni en gel ni in 
vitro, ni bajo diferentes condiciones de ensayo. 	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Figura 60. Sobreexpresión de la proteína recombinante Hys-PVN2 en E.coli. La 
suspensión de diferentes cultivos de bacterias (15 µl) se mezcló directamente con 
tampón de carga (10 µl) que contenía β-Mercaptoetanol y tras hervir, la expresión de 
la proteína Hys-PVN2 se analizó mediante la técnica Western blot utilizando 
anticuerpos antihistidinas. En las diferentes calles del gel de acrilamida al 8,5% se 
analizaron extractos procedentes de: bacterias sin transformar (-PVN2), bacterias 
transformadas con la construcción PVN2-pET sin inducir con IPTG (-IPTG) o 
inducidas con IPTG 1 mM a 37 ºC, a los tiempos indicados (h: horas). A la izquierda 
de la figura se indican algunos marcadores de masa molecular (kDa). 
 
6.2. Purificación de la proteína recombinante 
La proteína recombinante se purificó mediante cromatografía en una columna 
de afinidad cargada con Ni2+ en condiciones no desnaturalizantes y 
desnaturalizantes. Cuando se realizó la purificación en condiciones no 
desnaturalizantes, la mayor parte de la proteína recombinante se obtuvo en 
cuerpos de inclusión formando parte del homogenado resultante tras romper las 
células (calle P, Figura 61). El sobrenadante constituyó el extracto crudo que se 
aplicó a la cromatografía de afinidad. La cantidad de proteína que se retuvo en 
la columna fue muy baja y ésta se eluyó tras un lavado con imidazol 100 mM. 
La poca cantidad de proteína eluida hizo necesario aumentar el tiempo de 
revelado (calle E.II, Figura 61).  
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Figura 61. Purificación de la proteína recombinante Hys-PVN2 en condiciones no 
desnaturalizantes. El cultivo de bacterias que contenía la construcción PVN2-pET se 
indujo con IPTG 1 mM durante 2 horas a 37 ºC. Las células se recogieron por 
centrifugación y se resuspendieron en tampón de lisis en ausencia de agentes 
desnaturalizantes. Las células se rompieron por sonicación y el homogenado se 
centrifugó separándose en precipitado (P) y sobrenadante (EC). El sobrenadante se 
aplicó a una columna de afinidad cargada con Ni2+ y la presencia de la proteína 
recombinante se analizó mediante la técnica Western blot tanto en el precipitado (P) 
como en las diferentes las fracciones obtenidas de la purificación (EC, NR: fracción no 
retenida en la columna), lavado sin imidazol (L) y lavados con imidazol en diferentes 
concentraciones E.I (0 mM), E.II y E.III (100 mM), E.IV (200 mM). A la izquierda de 
la figura se indican algunos marcadores de masa molecular (kDa). 
 
La purificación bajo condiciones desnaturalizantes se llevó a cabo en presencia 
de urea en una concentración de 6 y 8 M (Figura 62). En ningún caso la 
proteína recombinante mostró actividad nucleasa. Como se puede observar en 
el Western blot la cantidad de proteína que se detectó en el pellet fue menor 
cuando se usó 8 M de urea (Figura 62.B). Sin embargo, a pesar de utilizar una 
alta concentración de urea, gran parte de la proteína recombinante aún quedaba 
formando parte del precipitado del cultivo y la presente en el extracto crudo no 
quedaba retenida por completo en la columna. No obstante, la fracción de 
proteína eluida tras su diálisis en tampón salino, resultó suficiente para alcanzar 
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la homegeneidad electroforética (Figura 63) y detectarla mediante SDS-PAGE 
(8,5%) en condiciones reductoras y tinción coomassie de un solo paso. La 
proteína recombinante presentó una masa molecular de 42 kDa (Figura 63). 
Esta proteína purificada con 42 kDa, se podrá emplear para la obtención de 
anticuerpos para PVN2 de judía y por tanto, permitirá llevar a cabo un análisis 
en mayor complejidad de su expresión en la planta.  
 
Figura 62. Purificación de la proteína recombinante Hys-PVN2 en condiciones 
desnaturalizantes. El cultivo de bacterias que contenía la construcción PVN2-pET se 
indujo con IPTG 1 mM durante 2 horas a 37 ºC. Las células se recogieron mediante 
centrifugación y se resuspendieron en tampón de lisis en presencia de urea y se 
rompieron por sonicación. Tras centrifugar se separó la fracción precipitada (P) del 
sobrenadante (EC). El sobrenadante se aplicó a una columna de afinidad cargada con 
Ni2+ y la presencia de la proteína recombinante se analizó mediante la técnica Western 
blot. A) Purificación en presencia de urea 6 M. Las fracciones analizadas fueron: 
precipitado (P) y sobrenadante (EC), fracción no retenida en la columna (NR), y 
lavado sin imidazol (L) y lavados con imidazol (E.I y E.II) en concentraciones 100 y 
200 mM respectivamente. B) Purificación en presencia de urea 8 M. Las fracciones 
analizadas fueron: precipitado (P) y sobrenadante (EC), fracción no retenida en la 
columna (NR), lavado sin imidazol (L) y lavados con imidazol (E.I, E.II, E.III) en 
concentraciones 75, 100 y 200 mM respectivamente. A la izquierda de la figura se 
indican algunos marcadores de masa molecular (kDa). 
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Figura 63. Análisis mediante SDS-PAGE de la proteína recombinante Hys-PVN2 
purificada. La proteína purificada en condiciones desnaturalizantes se sometió a 
diálisis frente a un tampón salino y se resolvió mediante SDS-PAGE (8,5%) en 
condiciones reductoras. El gel se tiñó con coomassie de un solo paso. A la izquierda de 
la figura se indican algunos marcadores de masa molecular (kDa). 
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IV. DISCUSIÓN 
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1. Estudio y purificación de una proteína con actividad nucleasa en ejes 
embrionarios de judía. 
La judía, es una leguminosa que posee la capacidad de asociarse con bacterias 
desarrollando en sus raíces nódulos, unas estructuras que les permiten fijar el 
nitrógeno atmosférico reduciéndolo hasta amonio. En el caso de judía, así 
como las demás leguminosas ureídicas, este amonio se incorpora a esqueletos 
carbonatados a través de una compleja ruta biosintética que termina con la 
síntesis de los ureidos. Estos compuestos se transportan a las diferentes partes 
de la planta distribuyendo así el nitrógeno. Los ureidos tienen una relación N:C 
mayor que las amidas y su utilización puede suponer una adaptación a la 
tolerancia a la sequía al poder cerrar los estomas para conservar el agua, puesto 
que precisan de menos fotosintatos para transportar el nitrógeno (Revisado en 
Todd et al. 2006)  
 
Los ureidos también podrían suponer una ventaja adaptativa en cuanto al 
transporte de nitrógeno en otras condiciones fisiológicas. Así, durante la 
germinación y desarrollo postgerminativo de judía se ha descrito acumulación 
de ureidos e inducción de las enzimas que los degradan (Quiles et al. 2009). 
Estos ureidos proceden de la degradación de los nucleótidos de purinas (Quiles 
et al. 2009). La implicación del metabolismo de los nucleótidos durante el 
desarrollo postgerminativo de judía también se deduce por la inducción de una 
fosfatasa en ejes de judía con elevada afinidad por los nucleótidos y cuyo 
patrón de actividad coincide con el de la inducción del metabolismo de ureidos 
(Cabello-Díaz et al. 2012). La posibilidad de que estos nucleótidos y las 
purinas procedan del reciclaje en lugar de ser sintetizados de novo supondría un 
beneficio durante la germinación, cuando existe una gran demanda de estos 
elementos por parte del embrión. El origen de estos compuestos podría ser la 
degradación de los ácidos nucleicos (Zrenner et al. 2006). Este hecho atribuye 
una ventaja a especies que poseen un gran genoma o a especies que almacenan 
Discusión 
158	  
	  
ácidos nucleicos durante la formación de la semilla mediante los procesos de 
endorreduplicación. Durante el desarrollo de la semilla en P. vulgaris la 
proporción de núcleos endopoliploides en los cotiledones aumenta 
progresivamente hasta alcanzar en su madurez un ADN con 128C (C es el 
contenido de ADN de un genoma haploide con un número n de cromosomas). 
La endorreduplicación en leguminosas parece estar asociada con el tipo de 
cotiledones (Rewers y Sliwinska 2012). Los cotiledones en los que predomina 
la función de reserva acumulan copias de genoma, mientras que este proceso es 
menos importante en los cotiledones con una función foliar. El patrón de 
endorreduplicación en cotiledones depende de la especie, aunque dentro de 
cada una se ha sugerido como marcador de madurez de la semilla (Rewers y 
Sliwinska 2012). En los ejes también se produce endorreduplicación, aunque 
durante el desarrollo de ejes embrionarios sólo se produce un endociclo 
originando núcleos con un ADN con 8C (Rewers y Sliwinska 2012). 
 
Recientemente se ha descrito que en especies polisomáticas la intensidad de la 
endorreduplicación durante la germinación y el desarrollo de la plántula se 
produce de forma diferente a lo largo del eje embrionario y que, además, varía 
con la especie y con el tipo de emergencia de la plántula (Rewers y Sliwinska 
2014). En especies epigeas, como la judía, la intensidad de la 
endorreduplicación es mayor en la zona de transición entre la radícula y el 
hipocotilo, mientras que en las hipogeas se produce en el hipocotilo (Rewers y 
Sliwinska 2014). Los ácidos nucleicos también se acumulan en semillas en 
forma de ARN para utilizarse en la síntesis de proteínas durante los primeros 
momentos en la germinación (Bewley 1997), pero también podrían actuar 
como reservorio de nutrientes cuando este ARN almacenado es degradado.  
 
Las actividades que catalizan la degradación de ácidos nucleicos se han 
determinado a lo largo de la germinación y desarrollo postgerminativo en ejes 
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y cotiledones de judía mediante ensayo in vitro y en gel. La principal ventaja 
que tiene el ensayo en gel es que permite identificar el número y la masa 
molecular aparente de las proteínas con actividad nucleasa presentes en cada 
tejido. El ensayo en gel es el método más ampliamente utilizado para 
determinar las actividades nucleasas en extractos de plantas. No obstante, este 
método se lleva a cabo en condiciones parcialmente desnaturalizantes lo que 
podría afectar a la actividad de algunas enzimas impidiendo su detección. 
Además, la electroforesis puede hacer que las nucleasas se separaren de otras 
proteínas o de cofactores necesarios para su actividad. Por tanto, la mayor parte 
de los ensayos se realizan de forma habitual en presencia de diversos cationes. 
 
En ejes en desarrollo de judía hay una nucleasa mayoritaria de 37 kDa que 
muestra actividad a partir de la emergencia radicular, mientras que en los 
cotiledones la inducción es posterior. Este patrón de actividad coincide con los 
parámetros relacionados con el metabolismo de nucleótidos analizados en judía 
(Quiles et al. 2009; Cabello-Díaz et al. 2012) así como con la movilización de 
las proteínas de reserva (Tiedemann et al. 2000). Éstas se movilizan primero en 
ejes y, tras agotarse, empiezan a movilizarse en cotiledones. En judía hay una 
relación entre la hidrólisis de ácidos nucleicos y la acumulación de ureidos 
durante la germinación y el desarrollo postgerminativo, aunque esta relación no 
se observa en todas las leguminosas analizadas. 
 
Otras características de esta enzima son una gran estabilidad térmica, elevada 
temperatura óptima, naturaleza glicoproteica y se trata de una metaloenzima. El 
catión Zn2+ recupera la actividad de la enzima tras su inhibición por EDTA 
indicando que éste podría ser el cofactor o bien que está implicado en su 
conformación estructural. No obstante, la enzima se inhibe por elevadas 
concentraciones de Zn2+ en la mezcla de reacción. Esto mismo se ha observado 
en ENDO2, una nucleasa Zn2+-dependiente (Ko et al. 2012). El pH del núcleo 
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y del citoplasma de células jóvenes y maduras es neutro (alrededor de 7,5) y 
existe una baja concentración de los iones Ca2+ y Zn2+. Por el contrario, se ha 
descrito una alta concentración de Zn2+ en el interior de vacuolas y de Ca2+ en 
el apoplasto, ambos con pH ácido (alrededor de 5,5) (Martín et al. 1982). Al 
final del proceso de MCP se produce la ruptura del tonoplasto y la vacuola 
libera su contenido produciéndose una acidificación del citoplasma y un 
incremento en la concentración de iones (Hara-Nishimura y Hatsugai 2011). Se 
puede asumir que durante la MCP las nucleasas Ca2+/Mg2+-dependientes 
participarían en la fase inicial del proceso y que serían dirigidas al núcleo y en 
la última fase participarían las Zn2+-dependientes (Sugiyama et al. 2000).  
 
La proteína de 37 kDa se ha purificado hasta la homogeneidad electroforética a 
partir de ejes completos de plántulas de judía de 5 días con un factor de 
purificación final de 743 y un rendimiento del 11%. Este factor de purificación 
sugiere que la nucleasa podría representar el 0,13% de la proteína total presente 
en el extracto crudo de ejes de judía de 5 días. Por la alta termoestabilidad de 
esta proteína, el tratamiento térmico en presencia de Zn2+ se ha utilizado con 
paso de purificación. Su naturaleza glicoproteica le permite unirse de forma 
reversible a la concanavalina-A, lo que también ha sido utilizado como paso de 
purificación. El número de nucleasas purificadas a partir de plantas es muy 
reducido y sólo algunas han sido purificadas a partir de plántulas como en 
alfalfa (Yupsanis et al. 1996), agropiro alargado (Yupsanis et al. 2004) o soja 
verde y guisante (Rasheed 2006). 
 
La proteína purificada es un monómero que probablemente tenga puentes 
disulfuro intracatenarios. La mayoría de las nucleasas de plantas son también 
monocatenarias (Desai y Shankar 2003) aunque en frijol (Laskowski 1980) y 
semillas de guisante (Naseem y Hadi 1987) están constituidas por dos 
subunidades diferentes de 25 y 15 kDa y 30 y 24 kDa respectivamente. La 
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actividad de la proteína pura in vitro no se afecta por la inclusión de SDS, por 
lo que se eligió el ensayo en gel para determinar la actividad en extractos 
crudos. El ensayo in vitro se ha utilizado para confirmar las características 
enzimáticas de la proteína pura determinadas previamente mediante ensayo en 
gel. Las características de la enzima indican que sería miembro de la familia de 
las nucleasas tipo I (Sugiyama et al. 2000). Entre las nucleasas de este tipo 
descritas en plantas se encuentra la nucleasa I, que fue la primera que se 
caracterizó a partir de Vigna radia (Johnson y Laskowski 1968) y da el nombre 
a este grupo, BEN1 de cebada (Aoyagi et al. 1998), BFN1 de Arabidopsis 
(Pérez-Amador et al. 2000) y ZEN1 de Zinia elegans (Ito y Fukuda 2002). 
 
La nucleasa purificada es la proteína mayoritaria con actividad nucleasa en ejes 
completos de judía en las distintas condiciones de ensayo (pH y presencia de 
varios cationes divalentes). Esto estaría en contradicción con la implicación de 
varias nucleasas con distintas funciones durante la germinación. En el 
gametofito de Picea glauca, tras la germinación y durante el desarrollo 
postgerminativo de la plántula, se inducen hasta nueve nucleasas con 
características catalíticas y un patrón temporal de inducción diferentes (He y 
Kermode 2003). En semillas de alfalfa se inducen tras la germinación dos 
endonucleasas, una ácida y otra neutra (Yupsanis et al. 1996). Mientras que, en 
plántulas de coliflor se han caracterizado 14 nucleasas con características 
enzimáticas diversas, con distinta especificidad de sustrato y con distinto 
requerimiento de cationes (Lesniewicz et al. 2010). Con respecto es esto 
último, 4 nucleasas son Zn2+-dependientes, 5 Ca2+-dependientes, 2 Mg2+-
dependientes, tres Ca2+/Mg2+-dependientes y una cuya actividad es 
independiente del ión (Lesniewicz et al. 2010). En coliflor se ha analizado de 
forma pormenorizada diferentes tejidos de la plántula y en diferentes estados 
del desarrollo, mientras que en judía se ha analizado los ejes completos. Por lo 
tanto, otras nucleasas con actividad específica en algunos tipos celulares 
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podrían estar presentes en judía y no detectarse al determinar la actividad en 
ejes completos. 
 
El papel de las nucleasas durante la germinación se conoce en más profundidad 
en cereales, al ser el modelo elegido para el estudio de la muerte celular 
programada durante la germinación (Domínguez y Cejudo 2006). Se ha 
descrito la inducción de una nucleasa Ca2+/Mg2+-dependiente en el núcleo de 
las células de la aleurona durante la germinación (Domínguez et al. 2004) y de 
una nucleasa Zn2+-dependiente en el núcleo de las células del escutelo 
(Domínguez et al. 2012). La nucleasa Zn2+-dependiente no se detectó cuando 
granos de trigo se imbibieron en presencia de ácido abscísico, el cual inhibió la 
germinación. Lo que sugiere que el principal papel de esta enzima sería el 
desmantelamiento del núcleo durante la MCP que acontece en estos tejidos 
durante la germinación (Domínguez et al. 2012). Otras dos endonucleasas se 
han descrito en coleoptilos de trigo, WEN1 (Fedoreyeva et al. 2007) y WEN2 
(Fedoreyeva et al. 2008), las cuales tiene la particularidad de ser sensibles al 
estado de metilación del ADN y dependientes de S-Adenosinil-Lmetionina y 
análogos. Se ha observado que la pérdida de viabilidad de las semillas por el 
envejecimiento del embrión se produce por diversos factores entre los que 
destacan la temperatura y la humedad de almacenaje de las semillas. Además, 
el envejecimiento del embrión implica la degradación de los ácidos nucleicos. 
El almacenamiento del grano de trigo provoca su envejecimiento, y se produce 
en el embrión un incremento en la actividad nucleasa y un descenso en la 
actividad ribonucleasa, mientras los valores de estas actividades en el 
endospermo no variaron (Spano et al. 2007). Por tanto, la inducción de las 
nucleasas en la semilla está compartimentarizada y sigue diferente cronología. 
En Spano y col, 2007, además, se propone a las actividades nucleasas como 
herramienta indicadoras del efecto del almacenaje sobre la viabilidad de las 
semillas, o del grado de envejecimiento del embrión.  
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2. Identificación de la nucleasa purificada en ejes. Análisis de la familia 
S1/P1 en judía 
El gen que codifica la nucleasa purificada a partir de ejes en desarrollo se ha 
identificado a partir de péptidos obtenidos mediante secuenciación de novo de 
dicha proteína. El gen se ha identificado como una nucleasa S1/P1 y se ha 
denominado PVN1. La identificación del gen a partir de las proteínas es una 
estrategia muy valiosa, especialmente cuando el número de secuencias 
candidatas es muy elevado. Además, la disponibilidad del genoma completo de 
Phaseolus vulgaris, aunque fue posterior al inicio del planteamiento de este 
trabajo, ha permitido identificar que junto con PVN1 hay cuatro genes más que 
constituyen la familia de nucleasas tipo S1/P1 en judía, a los que se les ha 
denominado PVN2, PVN3, PVN4 y PVN5. Los genes de las nucleasas suelen 
presentarse como familias multigénicas. En Arabidopsis thaliana, la familia 
S1/P1 de nucleasas, está constituida por cinco miembros al igual que en judía, 
denominadas nucleasas ENDO (Lesniewicz et al. 2013). Entre las nucleasas de 
esta familia se encuentra BFN1 o ENDO1 citada anteriormente (Pérez-Amador 
et al. 2000). No obstante, el número de genes que componen esta familia varía 
según la especie, así en Oryza sativa está compuesta por 4 genes y en 
Medicago truncatula por 6 miembros (www.Phytozome.org). 
 
El alineamiento de las secuencias aminoacídicas deducidas para los miembros 
de la familia S1/P1 en judía con otras nucleasas S1/P1 revela una alta 
identidad. Todas comparten los nueve aminoácidos que constituyen los sitios 
de unión de los tres iones Zinc caracterizados en P1 (Maekawa et al. 1991). 
Todos estos aminoácidos se encuentran en la misma posición y están altamente 
conservados en la nucleasa S1 (Iwamatsu et al. 1991), las nucleasas ENDO 
(Lesniewicz et al. 2013), BFN1 (Aoyagi et al. 1998), ZEN1 (Ito y Fukuda 
2002) y CEL1 (Yang et al. 1999). También comparten los residuos de cisteína 
que participan en la formación de los puentes de disulfuro, los aminoácidos con 
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posibilidad de estar glicosilados y los que constituyen los sitios activos 
característicos en las nucleasas S1/P1. La arginina situada en el sitio activo en 
P1 (posición 48) se conserva en todas las nucleasas de judía, en ZEN1 y CEL1, 
mientras que en Arabidopsis sólo se encuentra en ENDO1 o BFN1 y en los 
demás miembros de la familia se sustituye por una lisina. Curiosamente, esta 
diferencia también se observa en la secuencia S1 de Aspergillus a pesar de ser 
homóloga a P1 (Lesniewicz et al. 2013). Por otro lado, la similitud de los genes 
de la familia S1/P1 con los dos sitios de reconocimiento y unión a los ácidos 
nucleicos descritos en P1 es mucho menor. El primer sitio de unión se localiza 
cerca del sitio activo y consiste en un bolsillo constituido por los aminoácidos 
fenilalalina y valina y en el centro se encuentra una asparragina. El segundo 
bolsillo de unión está constituido por dos tirosinas y en el centro un aspartato 
P1 (Lesniewicz et al. 2013). En judía, el primer sitio se encuentra parcialmente 
conservado en todas las secuencias a excepción de PVN4, mientras que no hay 
similitud con el segundo sitio de unión. Lo mismo ocurre en las nucleasas 
ENDO, ZEN1, CEL1 y S1 (Lesniewicz et al. 2013). 
 
Respecto a la localización de las nucleasas en las plantas, se han identificado 
en vacuola, mitocondria, núcleo y espacio intermembrana (Mittler y Lam 1995; 
Sugiyama et al. 2000; Balk et al. 2003; Domínguez et al. 2004; Langston et al. 
2005). Mediante técnicas de inmunolocalización se ha demostrado la presencia 
de una nucleasa en ER, Golgi, cuerpos proteicos y vacuolas en las células de la 
aleurona de cebada (Holstein et al. 1991). La localización de BFN1 a lo largo 
del desarrollo de la senescencia se ha determinado mediante la construcción de 
una proteína BFN1 recombinante uniéndole el gen reportador GFP a su 
carboxiterminal con la que se han transformado protoplastos de tabaco y hojas 
de Arabidopsis (Farage-Barhom et al. 2011). La nucleasa BFN1 recombinante 
se sitúa en el interior de unas estructuras filamentosas distribuidas por todo el 
citoplasma, las cuales se van agrupando en torno al núcleo con el desarrollo de 
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la senescencia. Por último, en la fase final de la muerte celular se observan 
vesículas formadas por restos de ácidos nucleicos y BFN1. El origen de estas 
estructuras podría ser el RE y se postula que podrían servir como un 
almacenamiento de la nucleasa para evitar que degraden los ácidos nucleicos 
presentes en el citoplasma. Una vez que se desencadena la muerte celular, las 
estructuras organizadas alrededor del núcleo darían lugar a las vesículas 
mediante la fusión con restos nucleares (Farage-Barhom et al. 2011). El 
análisis de la secuencia BFN1 mediante el programa Signal P 4.0 con los 
algoritmos de la herramienta TargetP 1.1 predice la presencia de un péptido 
señal de secreción a retículo endoplásmico, al igual que ocurre en todas las 
secuencias aminoacídicas deducidas para las nucleasas S1/P1 de judía. Este 
hecho unido a que PVN1 comparte las características catalíticas de BFN1, 
sugiere que la localización y el mecanismo de acción de esta nucleasa de judía 
podría ser similar, apoyando la hipótesis de que PVN1 actúa en la fase final de 
la MCP, como se mencionó anteriormente. La nucleasa tipo S1 de Zinia ZEN1, 
que comparte características enzimáticas con PVN1 y posee un péptido señal 
de secreción a RE, está implicada en la degradación de ADN nuclear apoyando 
el papel biológico que se ha sugerido (Ito y Fukuda 2002).  
 
La construcción de árboles filogenéticos permite el estudio del origen y la 
evolución de la familia génica. Las nucleasas S1/P1 de plantas podrían 
proceder de un ancestro común a S1 y que sería diferente del gen que originó 
las nucleasas en musgos, como sugiere la posición externa en el árbol de los 
dos genes de Physcomitrella (Lesniewicz et al. 2013). A partir de un único gen 
se originaron nuevos genes probablemente por duplicación, y que mediante 
nuevas mutaciones y procesos de selección natural originarían los distintos 
miembros de las familias de nucleasas, los cuales poseerían características 
diferentes y por tanto funciones biológicas diferentes (Copley et al. 2002). En 
judía, el análisis del árbol filogenético sugiere que PVN1 y PVN2 proceden de 
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la duplicación de un ancestro común, del cual surgieron el resto de los 
miembros de la familia. Las familias de las nucleasas de Arabidopsis y 
Medicago habrían surgido del mismo modo que en judía. Todas las familias de 
genes nucleasas S1/P1 están organizadas en 3 clados distintos, con al menos un 
gen en cada uno de ellos (Lesniewicz et al. 2013). Se ha postulado la existencia 
de dos estrategias distintas en la evolución de la familia S1 de Arabidopsis y 
que sería válida para el resto de plantas. La primera tendencia sería para los 
genes situados en el cromosoma 4 (ENDO3, ENDO4 y ENDO5), los cuales 
tienen mayor especificidad catalítica y de expresión. La segunda tendencia 
evolutiva seguida por los otros genes (ENDO1 y ENDO2) implica propiedades 
catalíticas más amplias (Lesniewicz et al. 2013). Esta hipótesis sugiere que los 
miembros de la familia S1/P1 tendrían funciones diferenciadas en distintas 
condiciones fisiológicas e incluso podrían tener un papel secuencial en un 
mismo proceso o llevar a cabo una función específica en los distintos tejidos 
(Lesniewicz et al. 2013).	  
 
3. Nucleasas S1/P1 en ejes de judía  
La expresión de PVN1 en ejes completos de judía coincide con el patrón de la 
actividad nucleasa de 37 kDa, además es el único gen que se expresa. En 
radículas de plántulas se detectan otras nucleasas cuando la actividad se 
desarrolla a pH neutro, coincidiendo además con la expresión de los genes 
PVN2 y PVN5, aunque en unos niveles mucho menores que PVN1. Las 
nucleasas codificadas por PVN2 como PVN5 podrían tener menos actividad y 
un tamaño similar al de PVN1, haciéndolas difícil de detectar o diferenciarlas 
de PVN1. La presencia de varias nucleasas en distintos tejidos se ha observado 
en plántulas de coliflor (Lesniewicz et al. 2010). En los ejes de plántulas 
expuestos a diversas condiciones durante su desarrollo no se observa expresión 
de los genes PVN3, PVN4 o PVN5, ni tampoco actividad de otras nucleasas 
distintas a la de 37 kDa, aún realizando el ensayo en diversas condiciones.  
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La luz en las plantas es una de las principales señales que determinan el 
crecimiento y desarrollo. El desarrollo del eje embrionario en oscuridad 
promueve la escotomorfogénesis, que se caracteriza por el desarrollo de 
hipocotilos elongados y débiles en búsqueda de la luz, un menor desarrollo de 
la raíz y los cotiledones se mantienen sin desplegarse pegados al eje (Josse y 
Halliday 2008). Esta estrategia de crecimiento persigue que las reservas de la 
semilla se economicen, invirtiendo lo mínimo en la elongación del eje en 
búsqueda de de luz para desarrollar metabolismo autótrofo (Josse y Halliday 
2008). En judía, la cantidad y expresión de PVN1 disminuye en condiciones de 
etiolización, además se observa un descenso en la concentración de ureidos. 
Esto sugiere una relación entre la demanda de nutrientes por parte del embrión 
con la inducción de la actividad nucleasa. El descenso en la actividad y 
expresión de PVN1 en ejes de plántulas desarrolladas en medio suplementado 
con nitrato o fosfato apoya esta posible relación. La disponibilidad de estos 
nutrientes por parte de la plántula en desarrollo provocaría una ralentización en 
la movilización de las reservas. La actividad nucleasa in vitro en ejes de judía 
se regula por fosfato inorgánico y pirofosfato en ejes al igual que las nucleasas 
de hoja perejil (Canetti et al. 2002) y de hoja senescente de tomate (Lers et al. 
2001). Esta inhibición implicaría una regulación feed-back de la enzima, ya 
que estos compuestos se originan durante la degradación de los ácidos 
nucleicos. Este comportamiento es similar al de otras enzimas descritas en 
procesos de senescencia por lo que la nucleasa de ejes también estaría 
implicada en la degradación de los ácidos nucleicos.  
 
La salinidad es como uno de los principales factores que afectan a la 
productividad agrícola en el mundo, y concretamente P. vulgaris es una las 
leguminosas más sensibles al estrés salino llegando a suponer pérdidas de más 
del 50% de la producción (Gama et al. 2007). El estrés salino causa un déficit 
de agua en la planta como consecuencia del desequilibrio del potencial hídrico 
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en la rizosfera, una toxicidad directa por los iones Na+ y Cl- y un déficit en la 
nutrición mineral causado por la reducción de su absorción y transporte 
(Grattan y Grieve 1999). Como consecuencia, se produce una seria disfunción 
en muchos de los procesos vitales y alteraciones en la morfología y 
metabolismo de la planta. La planta responde con un incremento en la 
concentración de compuestos antioxidantes, de enzimas con función 
antioxidante y de proteínas osmorreguladoras (Gorcek y Erdal 2015). Se ha 
sugerido que los ureidos además pueden actuar como compuestos antioxidantes 
protegiendo a los tejidos ante situaciones de estrés (Brychkova et al. 2008). La 
concentración de ureidos así como la actividad y expresión los genes de la 
familia S1/P1de judía no se afecta por el desarrollo de plántulas en presencia de 
sal, a diferencia de los esperado. El tratamiento de plántulas de arroz con una 
alta concentración de sal a las pocas horas de la emergencia radicular produce 
la muerte celular en la punta de las raíces (Liu et al. 2007) así como la 
inducción de dos endonucleasas en las radículas relacionada directamente con 
la degradación de los ácidos nucleicos que se produce durante la muerte celular 
programada inducida por el estrés salino (Jiang et al. 2008). En hojas de 
plantas de cebada sometidas a estrés salino aumenta la expresión del gen BnucI 
(Muramoto et al. 1999). Sin embargo, los valores de actividad nucleasa y 
ribonucleasa fueron inferiores en plántulas de dos leguminosas, alfalfa y 
lenteja, germinadas en presencia de sal, aunque la respuesta al estrés varía entre 
estas especies (Yupsanis et al. 2001).  
 
Las actividades nucleasas de judía no se afectan en ejes por incluir en el medio 
de imbibición H2O2. Este compuesto puede inducir la senescencia y MCP (Guo 
y Crawford 2005). En cotiledones de coliflor si se inducen dos nucleasas como 
consecuencia del tratamiento con H2O2 (Lesniewicz et al. 2010), aunque en 
coliflor el tratamiento fue más corto (1 día frente a 4). En cultivos celulares de 
soja bajas concentraciones de H2O2 (1-2 mM) activa las enzimas antioxidantes, 
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mientras que concentraciones superiores a 5 mM desencadenan la muerte 
celular programada (Levine et al. 1994). El ácido jasmónico y sus ésteres, 
como el metiljasmonato, son un grupo de fitohormonas que participan en la 
regulación del desarrollo de la planta y están involucradas en la señalización 
ante situaciones que provoquen estrés tanto abiótico como biótico (Wolf et al. 
2012). A estos compuestos se les atribuye la capacidad de inducir las 
actividades antioxidantes para hacer frente a las especies reactivas que se 
liberan durante el estrés (Noriega et al. 2012). La actividad nucleasa y la 
expresión de PVN1 así como la concentración de ureidos es mayor en las 
plántulas de judía tratadas con metiljasmonato. El efecto del MeJA también se 
ha estudiado en otros casos y no causó variaciones en la actividad nucleasa que 
se induce durante la senescencia de las hojas de tomate (Lers et al. 2001) y 
perejil (Canetti et al. 2002).  
 
Los resultados de los diferentes experimentos fisiológicos sugieren que PNV1 
se regula por el estado de movilización de las reservas y además estaría 
implicada en procesos de degradación de los ácidos nucleicos de células en las 
que se ha iniciado la muerte celular programada en respuesta a estrés.  
 
4. Nucleasas de la familia S1/P1 involucradas en procesos de muerte 
celular programada 
La muerte celular programada (MCP), además de desencadenarse en respuesta 
a estrés de tipo abiótico o biótico, es un evento necesario y muy importante 
para el desarrollo de la planta desde la embriogénesis a la diferenciación de 
tejidos y formación de órganos como flores, frutos y semillas. Este proceso está 
sometido a una rigurosa programación genética y en él intervienen complejas 
rutas de señalización. La MCP en plantas ha sido menos estudiada que en 
animales, aunque los procesos que se desencadenan son similares, como la 
reducción del tamaño de la célula, la contracción del núcleo y la fragmentación 
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del ADN (Aleksandrushkina y Vanyushin 2009; Rantong et al. 2015). La 
fragmentación del ADN nucleosomal es un marcador de MCP, descrito en 
coleoptilos y primera hoja de trigo (Kirnos et al. 1997; Yupsanis et al. 2004).y 
en hojas de cebada y arroz (Liljeroth y Bryngelsson 2002). La principal función 
de la degradación del ADN durante la MCP sería la eliminación de todo el 
material genético de la célula y el reciclaje de los productos liberados para ser 
utilizados por la planta en el desarrollo de otros órganos (Thomas et al. 2003). 
A la mayoría de las nucleasas codificadas por genes de la familia S1/P1 se les 
atribuye además, la implicación en la degradación de los ácidos nucleicos que 
se produce durante procesos de muerte celular programada (Lesniewicz et al. 
2013). Algunas de estas nucleasas serían: BFN1, que se induce en hojas y tallo 
de Arabidopsis durante la senescencia (Pérez-Amador et al. 2000), BEN1 una 
nucleasa involucrada en la degradación del endospermo en cebada (Aoyagi et 
al. 1998), ZEN1 de Zinia relacionada con la muerte celular programada que se 
produce durante la diferenciación de los elementos traqueales (Ito y Fukuda 
2002) y DSA6 de lirio de día que se expresa en pétalos senescentes (Panavas et 
al. 2000). La construcción del promotor del gen BFN1 unido al gen reportero 
GUS con el que se transformó Arabidopsis y tomate ha demostrado expresión 
en diferentes procesos de MCP relacionados tanto con la senescencia como el 
desarrollo (Farage-Barhom et al. 2008). En Arabidopsis se expresa en tejidos 
vasculares de raíz, hojas de plántulas, durante la formación de las semillas, y 
durante el desarrollo del carpelo y los estambres. En tomate se expresa en tallo 
durante la formación de vasos y en pétalos de flores senescentes. En ambas 
plantas se detectó expresión en zonas de abscisión de hojas y frutos. 
 
4.1. Nucleasas involucradas en MCP durante el desarrollo de órganos  
En flores de judía analizadas en conjunto sólo hay una actividad nucleasa 
mayoritaria y solo se expresa el gen PVN1, a pesar de ser órganos muy 
complejos y analizar tres estadios de desarrollo diferentes. Posiblemente, en los 
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diferentes tejidos que componen la flor de judía participen más nucleasas que 
no se detectan al analizarse la flor en conjunto. La mayoría de los estudios 
realizados sobre nucleasas en flor se han llevado a cabo sobre senescencia. Se 
ha descrito la implicación de nucleasas durante la degradación del tapetum, la 
capa de células que rodea a la antera y cuyos productos se destinarán a la 
formación del grano de polen (Aleksandrushkina y Vanyushin 2009). En lirios 
de día, Hemerocallis hybrid, se inducen nucleasas capaces de hidrolizar 
ADNmc y ADNbc a pH neutro, conforme se desarrolla la senescencia en 
pétalos (Panavas et al. 2000). En esta misma flor se ha identificado otro gen 
que codifica una nucleasa S1 (DAS6) cuya expresión se detecta únicamente 
durante la senescencia de la corola (Panavas et al. 1999). En pétalos 
senescentes de clavel también se ha identificado expresión de la nucleasa 
DCNUC1 (Narumi et al. 2006). En las anteras de cebada se expresan los genes 
BnucI y BEN1 que codifican dos nucleasas de la familia S1 relacionados con la 
formación del polen (Zaina et al. 2003). Aunque estos genes también se 
expresan en procesos de muerte celular durante la germinación de la semilla y 
la senescencia de la hoja (Zaina et al. 2003). En tépalos senescentes de narciso 
se ha identificado un incremento de la expresión de una nucleasa tipo S1 
(Hunter y Reid 2001). El clonaje del ADNc de la nucleasa DCNUC1 de clavel, 
ha permitido conocer que se expresa en pétalos senescentes (Narumi et al. 
2006). La nucleasa de Petunia hydrida incrementa en flores fecundadas y con 
el desarrollo de la senescencia de la corola. Esta nucleasa muestra un 
comportamiento atípico ya que el Co2+ fue el único catión que recuperó la 
enzima inhibida por EDTA (Langston et al. 2005). En pétalos senescentes de 
otra especie de petunia, P. inflata, se han determinado hasta cinco nucleasas 
(D1, D2, D3, D4 y D5) que, a excepción de D1, digieren ADNbc a pH neutro 
además de ADNmc (Xu y Hanson 2000). La nucleasa asociada a senescencia 
de hoja también se determinó en flor de Arabidopsis (Pérez-Amador et al. 
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2000). Una exonucleasa DPD1 se ha identificado en polen de Arabidopsis que 
se localiza únicamente en cloroplastos y mitocondria (Matsushima et al. 2011). 
 
Los estudios realizados sobre las nucleasas en frutos son muy escasos. En 
frutos de judía se observa expresión de los genes PVN1 y PVN5, de forma 
diferencial a lo largo del desarrollo del fruto y semilla. En frutos A y B se 
detecta una nucleasa ácida de 37 kDa y una neutra de 34 kDa. Esta última 
nucleasa que podría corresponder esta última a PVN5. En semilla en desarrollo 
se observa una alta actividad de otra nucleasa neutra de 32 kDa y un valor alto 
de expresión del gen PVN5. Las nucleasas de 32 y 34 kDa podrían ser proteínas 
distintas, aunque también cabría pensar que, en base a su pH óptimo y a la 
expresión del gen PVN5 en estos tejidos, estas nucleasas de podrían ser la 
misma y que la pequeña variación en el tamaño se deba a una diferencia en la 
modificación postraduccional. Estas nucleasas son glicoproteínas y, como se ha 
demostrado la diferente adición de monosacáridos afecta su movilidad 
electroforética (Ko et al. 2012). Así, nucleasas de Arabidopsis sobreexpresadas 
de forma individual en protoplastos de hoja originan proteínas de distintos 
tamaños en el caso de ENDO1, ENDO2 y ENDO4 (Lesniewicz et al. 2013). 
Las nucleasas en frutos podrían estar implicadas en la MCP que acontece en 
dichos tejidos durante su organogénesis. Un estudio reciente muestra la 
inducción de dos nucleasas en pepinos inmaduros en los que se produce muerte 
celular programada como consecuencia del tratamiento continuado con etileno 
(Lee et al. 2015). Respecto a la semilla en desarrollo, se ha descrito que el 
suspensor, que está compuesto por miles de células en dicotiledóneas, se 
degrada mediante MPC cuando ya no es necesario se degrada lo que implica la 
participación de de nucleasas (Lombardi et al. 2007). Lo mismo que ocurriría 
durante la formación de la testa o capas celulares que envuelven la semilla 
(Lombardi et al. 2007). 
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4.2. Nucleasas involucradas en MCP durante la senescencia 
La senescencia en hojas es un proceso complejo y de vital importancia para el 
ciclo de vida de la planta, donde se produce una masiva desintegración a nivel 
estructural y funcional de sus células. Este proceso está altamente controlado, 
aunque aún se desconoce mucho sobre los mecanismos de regulación, de 
señalización, así como genes implicados. Distintas enzimas hidrolíticas 
degradan los compuestos orgánicos de las hojas que serán reciclados y 
movilizados a tejidos en desarrollo (Sakamoto y Takami 2014). Sin embargo, 
por el momento la degradación de los ácidos nucleicos que acontece en este 
proceso aún no se conoce por completo (Sakamoto y Takami 2014). El 
conocimiento de la senescencia foliar resultará crucial en aplicaciones prácticas 
con gran impacto sobre rendimiento de los cultivos, mejoras en cosechas y 
mejoras en la maduración del fruto (López-Fernández et al. 2015).  
 
Durante la senescencia natural e inducida por oscuridad prolongada en hojas de 
judía se inducen dos nucleasas de 34 y 39 kDa a pH neutro, coincidiendo con el 
descenso más acusado en los niveles de clorofila y de proteína soluble. La 
inducción de estas dos nucleasas en los dos tipos de senescencia sugiere que 
participan en el catabolismo de los ácidos nucleicos mediante un proceso 
similar en ambos casos. Estas dos nucleasas no requieren de la inclusión de 
cationes en el ensayo pero se inhiben por EDTA y su actividad se recupera con 
Zinc. Esto indica que son Zn2+-dependientes, aunque a diferencia de lo descrito 
no son ácidas. Por otro lado, la mayoría de las nucleasas que participan en la 
MCP de hojas senescentes, se ha descrito que son del tipo Ca2+/Mg2+-
dependientes dependientes (Mittler y Lam 1995; Xu y Hanson 2000; He y 
Kermode 2003). 
 
Los genes PVN2 y PVN5 incrementan de su expresión durante la senescencia 
tanto natural como inducida por oscuridad, lo que sugiere que están implicados 
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en dicho proceso. Estos dos genes podrían codificar las dos nucleasas inducidas 
durante la senescencia y en base a los resultados de fruto se podría sugerir que 
PVN5 codifica a la nucleasa neutra de 34 kDa y que PVN2 codifica a la 
nucleasa de 39 kDa. No obstante, estas nucleasas son glicoproteínas y por tanto 
no se puede descartar que las dos nucleasas sean realmente una única proteína 
con diferencias en las modificaciones postraduccionales. En tomate también se 
han identificado dos nucleasas inducidas en senescencia, LeNUC1 y LeNUC2 
(Lers et al. 2001). LeNUC1 es una glicoproteína que hidroliza ARN y ADNmc 
con pH óptimo comprendido entre 7,5-8. La nucleasa LeNUC2 tiene las 
mismas características bioquímicas, pero esta proteína no presenta 
glicosilaciones y por tanto, su tamaño es menor (Lers et al. 2001). Lo mismo se 
ha sugerido en perejil, donde se inducen las nucleasas PcNUC1 y PcNUC2 
durante la senescencia en hojas (Canetti et al. 2002). Estas nucleasas pueden 
hidrolizar ARN y ADNmc a pH básico (8,5-9). PcNUC1 y PcNUC2 son 
glicoproteínas. Se han descrito otras nucleasas denominadas PcNUC3 y 
PcNUC4, de menor masa molecular y corresponden a nucleasas no glicosiladas 
(Canetti et al. 2002). Tanto las dos nucleasas de tomate como las de perejil se 
inhiben por EDTA y se recuperan mediante la inclusión de Co2+ o Mn2+. 
 
Las nucleasas inducidas en hojas senescentes de judía pueden digerir ADNmc 
y ARN. También se detecta la inducción durante la senescencia de dos 
ribonucleasas de 14 y 28 kDa. Varias ribonucleasas se han identificado en 
hojas senescentes de plantas como RNS2 y RNS3 de Arabidopsis (Yen y Green 
1991); tres ribonucleasas en trigo (Blank y McKeon 1991), la ribonucleasa Lx 
en tomate (Lers et al. 2001) y varias ribonucleasas en perejil (Canetti et al. 
2002). Recientemente se ha descrito la existencia 4 nucleasas de masas 
moleculares 18, 26, 33 y 38 kDa en hojas senescentes de quinoa con actividad 
a pH 8 en presencia de Ca2+ y Mg2+ y con capacidad de digerir ADNmc y 
ADNbc, encontrándose diferencias en la afinidad por estos sustratos bajo las 
Discusión 
175	  
	  
mismas condiciones de ensayo y además presentan capacidad para realizar 
cortes o muescas en el ADNbc (López-Fernádez et al. 2015). En hojas de trigo 
(Granot et al. 2015) y quinoa (Lopez-Fernández et al. 2015) se ha identificado 
nucleasas con capacidad de hidrolizar ADNbc y cuya función parece estar 
relacionada con la MCP.  
 
En estudios con microarrays en Arabidopsis se ha descrito incremento en 
expresión de las nucleasas AtCAN1 y AtCAN2 que pertenecen a otro gran 
grupo, las SNasas. Estas nucleasas comparten las características similares a las 
descritas en estafilococo, poseen un pH óptimo neutro, son Ca2+ dependientes y 
muestran capacidad de utilizar como sustrato ADNmc, ADNbc y ARN aunque 
con distinta especificidad (Lesniewicz et al. 2012). En hojas senescentes de 
Arabidopsis también se ha observado el incremento en el nivel de transcritos de 
la exonucleasa DPD1 (Tang y Sakamoto 2011). También se han identificado 
varias nucleasas en hojas senescentes de coliflor cuyas características 
catalíticas son muy diversas (Lesniewicz et al. 2010). Aunque es muy amplio 
el número de nucleasas caracterizadas y con implicación en la degradación de 
ácidos nucleicos, no está totalmente definida cuales lo hacen durante la 
senescencia y cómo (Sakamoto y Takami 2014). Tampoco son muchos los 
genes identificados que codifican estas nucleasas. Como se ha comentado 
anteriormente la nucleasa BFN1, del tipo S1, incrementa mucho su expresión 
en hoja senescentes de Arabidopsis (Pérez-Amador et al. 2000). 
 
Los experimentos de senescencia foliar en judía sugieren la utilización de los 
ureidos como moléculas de transporte en otros procesos a parte del transporte 
del nitrógeno fijado. En la senescencia natural los compuestos procedentes de 
la degradación se exportarían hacia otras partes de la planta impidiendo su 
acumulación. Sin embargo, los ureidos si se acumulan en aquellas hojas en las 
que se indujo la senescencia por oscuridad, siendo mayor cuando las hojas se 
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aíslan de la planta. Se han utilizado hojas de plantas que no estaban en 
condiciones de fijación de nitrógeno para independizar la acumulación de 
ureidos del transporte de nitrógeno fijado en forma de estos compuestos. Por lo 
tanto, es muy probable que los ureidos acumulados procedan de la oxidación de 
las purinas liberadas tras la degradación de los ácidos nucleicos. A los ureidos 
se les han asignado también un papel protector durante la senescencia 
(Brychkova et al. 2008). Se ha descrito una acumulación de ureidos en hojas de 
Arabidopsis sometidas a senescencia inducida por oscuridad y se les ha 
adjudicado un papel como moléculas antioxidantes (Brychkova et al. 2008). En 
hojas y tallo de diferentes variedades de judía también se ha descrito una 
acumulación de ureidos en respuesta al estrés hídrico (Coleto et al. 2014).  
 
Los cotiledones son otros órganos donde el proceso movilización de nutrientes 
tiene una gran importancia fisiológica. En cotiledones de judía hay gran 
cantidad de proteínas de reserva, la 7-S globulina denominada faseolina que 
representa un 50% del contenido total en proteína (Harada et al. 2010). Aunque 
el mecanismo que regula el metabolismo de la faseolina aún no está 
ampliamente descrito (López-Pedrouso et al. 2014), la degradación de las 
proteínas de reserva proporciona una gran cantidad de nitrógeno para la 
plántula. Los ácidos nucleicos también podría ser una fuente de nutrientes 
como fósforo, nitrógeno y nucleótidos que son altamente demandados por la 
plántula, especialmente si los ácidos nucleicos son almacenados como 
consecuencia de los procesos de endorreduplicación (Rewers y Sliwinska 
2012). En plantas los nucleótidos, nucleósidos y nucleobases son transportados 
gracias a la existencia de transportadores de membrana (Mohlmann et al. 
2010). El conocimiento sobre la movilización de los productos liberados de la 
hidrólisis del ADN durante la senescencia de cotiledones es muy limitado. Se 
ha descrito una fuerte inducción de nucleasas en cotiledones senescentes de 
coliflor, con gran diversidad en masa molecular, pH óptimo y sustratos 
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requeridos, lo que sugiere la participación en la redistribución de los nutrientes 
(Lesniewicz et al. 2010). 
 
En cotiledones de judía se ha observado el incremento de varias actividades 
nucleasas de masas moleculares 32, 35 y 42 kDa durante la senescencia. Estas 
proteínas tienen un pH óptimo neutro y son Ca2+/ Mg2+-dependientes. Todas 
estas nucleasas degradan ADNmc, y sólo la nucleasa de 41 kDa digiere el ARN 
y ADNbc. También se ha observado la inducción de dos ribonucleasas durante 
la senescencia de cotiledones de tamaños 15 y 17 kDa. Con respecto a la 
expresión, sólo lo hacen los genes PVN4 y PVN5 de la familia S1/P1. Por lo 
tanto difiere del número de nucleasas inducidas. Como se ha discutido 
anteriormente en frutos en desarrollo, el gen PVN5 podría codificar proteínas 
de diferente masa molecular 32 y 35 kDa con distinto estado de maduración 
postraduccional. Por otro lado, también podrían tratarse de nucleasas 
pertenecientes a otra familia. En cotiledones senescentes es el único tejido 
donde se ha observado expresión de PVN4 se detecta actividad de la nucleasa 
de 41 KDa. Además sus características catalíticas son diferentes a las del resto, 
por lo que este gen podría ser el que codifica dicha proteína.  
 
La inducción de las actividades nucleasas y la expresión de los miembros 
S1/P1 en cotiledones senescentes muestran una posible relación con los 
procesos de movilización y reciclaje de los nutrientes de estos órganos. Esta 
hipótesis se ha corroborado con los resultados en experimentos de 
rejuvenecimiento de cotiledones mediante la decapitación del epicotilo. Este 
sistema ha retrasado distintos parámetros relacionados con la senescencia de 
cotiledones en soja (Ananieva et al. 2008) y calabacín (Jasid et al. 2009). En 
cotiledones rejuvenecidos de judía también se observa una ralentización de la 
movilización de las reservas. Paralelamente, se observó una menor inducción 
de las actividades nucleasas acompañado de un descenso del nivel de expresión 
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de PVN4 y PVN5. El efecto opuesto se obtiene cuando se analizan plántulas 
cultivadas con déficit de nitrato y fosfato. En este caso, las reservas se 
movilizaron más rápidamente y la inducción de la actividad, así como la de la 
expresión de las nucleasas fue mayor.  
 
La implicación de las nucleasas en MCP está bien establecida aunque aún son 
pocos los casos donde se correlaciona actividad con el gen que la codifica. 
Tampoco se conoce si las mismas enzimas participan en todos los procesos en 
los que se requiere degradación del ADN o son enzimas distintas (Lesniewicz 
et al. 2013). Algunos autores sugieren que la existencia de las diferentes 
nucleasas está relacionada con la acción en los diferentes estados de la MCP 
(Sugiyama et al. 2000). La existencia de las diferentes nucleasas refleja la 
complejidad del mecanismo que regula la degradación el ADN durante la 
muerte celular. Además la diversidad en las características catalíticas de las 
diferentes nucleasas de judía también se ha discutido en otros organismos 
(Lesniewicz et al. 2013). Tradicionalmente a las nucleasas de la familia S1/P1 
se les ha atribuido características enzimáticas similares a las nucleasas tipo I 
como ocurre en PVN1 o ZEN1. Sin embargo, se ha demostrado que la 
actividad de otros miembros de esta familia depende de la presencia de 
diversos iones, requieren sustratos de diferente naturaleza y sus valores de pH 
óptimo muestran un rango más amplio (Lesniewicz et al. 2010; Lesniewicz et 
al. 2013). La sobreexpresión de los genes ENDO ha aportado una información 
importante (Lesniewicz et al. 2013). De los cinco genes de la familia 
únicamente ENDO3 tenía las características enzimáticas típicas del grupo 
nucleasas I, digiriendo preferentemente ADNmc a pH ácido y en presencia de 
Zn2+. Este es el gen que presenta mayor similitud con PVN1. Las nucleasas 
ENDO1 y ENDO4 tienen un pH óptimo neutro y su actividad enzimática 
requiere de Mn2+ y Ca2+. Además ENDO1 puede digerir ADNbc en presencia 
de Mn2+. La proteína ENDO 2 muestra unas características enzimáticas muy 
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peculiares. A pH neutro se activa fuertemente en presencia de Mn2+ y Ca2+, 
mientras que a pH ácido se activa en presencia simultánea de Zn2+ y Ca2+ y 
puede digerir ADNbc (Lesniewicz et al. 2013). La nucleasa OmBBD, otra 
enzima de la familia S1/P1, también requiere del ion Mn2+ (You et al. 2010). 
Haya que tener presente que la mayoría de las nucleasas identificadas muestran 
una gran afinidad por ácidos nucleicos de cadena simple, mientras que gran 
parte del ADN es de doble cadena. Por tanto muy probablemente junto con 
estas nucleasas participen otras nucleasas como las helicasas (Lesniewicz et al. 
2013).  
 
De los cinco genes que constituyen la familia S1/P1 en judía, cuatro de ellos 
(PVN1, PVN2 y PVN4 y PVN5) se han relacionado con diferentes procesos de 
muerte celular, aunque sólo se conoce la proteína que codifica PVN1. Futuros 
estudios basados en la sobreexpresión de estos genes permitirán conocer las 
características bioquímicas de las nucleasas que originan, donde actúan y por 
tanto conocer más acerca de su función. El gen PVN2 se ha sobrexpresado 
como proteína heteróloga en E.coli. La proteína recombinante purificada no 
presentó actividad aunque podría permitir el desarrollo de anticuerpos. Entre 
las perspectivas futuras de este trabajo se encontrarían la puesta a punto de 
otros sistemas de sobreexpresión que permitan ampliar el conocimiento de los 
miembros de la familia de nucleasas S1/P1 en judía. El silenciamiento de estos 
genes podría aportar mucha información acerca de su papel biológico. La 
supresión del gen que codifica la ribonucleasa LX en tomate, provoca el retraso 
en la senescencia y la abscisión de la hoja, lo que implica que debe estar 
altamente involucrada en este proceso (Lers et al. 2006).  
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CONCLUSIONES: 
 
1. En ejes en desarrollo de judía se induce una proteína con actividad 
nucleasa tras la emergencia radicular. Esta actividad es mayoritaria y 
cataliza la degradación de ADNmc y ARN. Esta proteína tiene una 
masa molecular de 37 kDa y es una endonucleasa Zn2+-dependiente. 
 
2. La nucleasa mayoritaria de ejes está codificada por el gen PVN1 que 
pertenece a la familia de las nucleasas S1/P1. Esta familia en judía está 
formada por cinco genes. 
 
3.  El incremento en la concentración de ureidos en plántulas de judía 
podría ser consecuencia de la actividad de PVN1. 
 
4.  La expresión y actividad de PNV1 se regula por el estado nutricional 
de las plántulas de judía durante la germinación y el desarrollo 
postgerminativo, mientras que no se afecta por otras condiciones 
ambientales. 
 
5. La expresión y actividad de PNV1 se relaciona con tejidos con alta tasa 
de crecimiento como ejes, flores, flores pequeños y semillas. 
 
6.  Los genes PVN2 y PVN5 están implicados en la degradación de ácidos 
nucleicos durante la senescencia de hojas. Los ureidos participan en la 
movilización de nutrientes desde las hojas. 
 
7. Los genes PVN4 y PVN5 están implicados en la degradación de ácidos 
nucleicos durante la senescencia de cotiledones y su expresión está 
regulada por la de movilización de nutrientes de los cotiledones. 
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